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Desde hace prco más de medio siglo, la población mundial ha manten¡do un

crecimiento vertiginoso y con el¡o algunos problemas no menores han

aumeniado cada día, como el hambre en algunos c§nt¡nentes, la ialta de

terrenos tértiles, la destrucción de los recr.lrsos naturales y e! aumento de la

contaminación amb¡ental. Esto§ §on temas que nos deberían preccupar si

pensamos en las consecuencias que podrían ocasionar a las generaciones

venideras. La coniaminación agraris dilusa es un problema d¡ficit de abordar'

puesto que no existe una fuente puntual a quien hacer respnsable pr el daño

provocado al medio ambiente natural (aire, agua y suelo). Sin embargo, el

propósito de ahora en adelante debería ser adoptar una coccíe*cia

agroecolég¡ca que perrn¡ta disminuir el daño y transformarlo en suslentab¡lidad

hacia el futuro. La tarea es difícil pe.o se debe comenzar por algo' en e§te

sentido la misién desde el punto de visla de la quimica debe ser la de entregar

las henamientas científicas para poder determínar cuanütativamente el daño

provocado con la finalidad de regularizar y conocer las dimensiones del

problema, además de buscar la forma de detener y remediar los efe€tos

provocados por aquellas malas práclicas humanas.

En este coñteldo, los plaguicidas organofosforados han sido ampliamenle

usados para el control de plagas en tas últimas cinco décadas. Como

consecuencia, estos Fmpue§tos pueden encontrar§e en §uelo§ y/u oüos

compartimientos ambientales, constituyendo un peligro potencial para animales
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y humanos. Por ello es necesario evaluar regularmenle §u presencia en §uetos

mediante métodos anatítims adecuados. En e§te trabaia se presecta un

método para determinar plaguicidas organofosforados {Diazinon, Melil Paralion,

Metil Pirimifos y Paration) en disüntos tipos de suelos de nuestro país. El

método está basado en la extracción y partición asislida por micaondas

('microwave ass¡sted extraction and partitioning", MAEP) y deteciÓn por

cromalografía de gases cpn detector fotométr¡co de llama {GC-FPD). En primer

término se optimizó la determinación cromatográfca de los compuesios de

interés y se mejoré la calidad de las seffales (intensidad y forma) mediante el

uso de aceite de oliva al a,3Yo vfu como un "imitador de matri/. Con ello, los

límites de deterción instrumentales estuyierpñ comprendidos entre lo§ 0,001-

0,012 VglL y los de cuantificación entre los 0,003-0,036 ¡rg/L.A @ntinuacién se

estudíó el reparto de los compuestos entre una sllucién ac,uosa y hexano,

asistida por micrcondas. Posteriormente el método de extracción propuesto fue

optimizado con la ayuda de herramientas qu¡miométr¡cas y estadísticas como el

diseño de experimentos y análisis de componentes ptincipales. Mediante este

análisis se logró encontrar los valores óptimos para la utitización del método

MAEP que consiste en medir 1,0 g de suelo fortificado, añedir 1,0 mL de una

mezcla metanol-agua (50o/o vfu) y colocar en el microondas durañte 10 min a

una potenc¡a de 500 W, logrando obtener de esla manera recupeEc¡ones

cercanas al 70Yo.
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ABSTRACT

For a little more than half a century, the wodd's populalion has mainiained a

rapid growth and consequently some problems have increased every day, such

as hunger in some continents, the lack of feriile land, the deslruction of natural

resourc€s and increased of environmental pollution. These are issues that

should worry us if we ihink in lhe consequences ihal could lead to future

generations. Diffuse agricultural polluticn is a difñcult prablem to address,

because there is no point source who make liable for the damage caused to the

natural environment (air, water, soi[. However, the a¡m now should be to adopt

a conscience agroecological allowing reduce the damage and transform it into

sustainability into the future. The task is difiicult but we have to start with

something, in this sense the mission of the chemistry musi be to deliver the

scientific tools to be able to determine quantitatively the damage with the aim of

regulariáng and know the dimensions of the problem, in addition to give some

ways to hali and remedy the effects caused by human practice§. ln this aontext,

the organophosphorus pest¡cides have hen extensively used for pest control

for the last five decades. As a consequence, these compounds can be found ¡n

soil and / or other env¡ronmental matrices, constituing an animals and human

health hazard. Therefore ¡t is necessary to regularly evaluate their presence in

soil through appropríate analytical methods. ln this pper presents a method for

determining organophosphorus pestic¡des {Diazinon, Methyl Paralhion, }&thyl

Pirimiphos and Parathion) in different types of soils in our country. The methd
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is based on extraction and partition assisted by microwave ("mierowave assisted

extraction and partitioning," MAEP), and detec{ion by gás chromatagraphy with

flame photometr¡c detector {GGFPD). At f¡rst lime, the drrcmatographic

analysis was optimized determinalion of the compcunds of interest and

improving the quality of the signal (peak ¡ntensity and shape) through the use of

olive oil at 0.3olo vlv as a "matrix mirlic." The detecticr¡ limits were smprised

between 0.001-0.012 ¡lg/L and quantification limits between 0-003-0-036 pgll-

The partition of compounds beh¡veen an aquecus soluticn and hexane, assi§ted

by micrcnrrrave was also studied. Subsequently, the proposed extrac{ion meihod

was optimiz-ed with the help of tools chemometries and statistics such as deeign

of experiments and principal component analysis. The optimal values for the use

of MAEP method is to take 1.0 g of fortifted soil, adding 1.0 mL of meütanol-

water m¡xture {50% v / v) and p¡ace in the microwave for 1Ü min at 500 W, in this

way the recoveries obtained were equal or coger than 7070.



I. INTRODUCCIÓN

Para nadie es nuevo escuchar hablar de la crisis de la agricultura modema al

ver como la producción de alimentos a nivel mundial no da abasto para

satisfacer la demanda creciente de la poblaciéñ m$ndial que continúa

aumentando de manera incontrolada. Estudios indican que se ha regisirado un

aumento de 3500 millones de habitantes en 40 años y lo que es peor aun, un

25o/a de la población mundial padece hambre o desnutrición {U,S, Census

Bureau, 2004).
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Figura 1: índice de crecimiento anual y adiciones anuales de la población

global (Naciones Unidas, perspecÍ¡vas de las poblaciones del mundo:

Revisión 1994; U.S. Oficina de Censo, Centro de programas [ntemacionale§,

Base de datos intemacional y tablas ¡néd¡tas.)



Este cambio se gesta alrededsr de los años 50 (Figura 1), eoincidentemente

cuando comienza la llamada Revolución Verde y con ellg una acelErada canera

de produceión agrícola que trae consigo la posterior crisis, produdo de las

repercusiones económicas, srciates y ecológicas de este aumento en la

producción s¡n detenerse a anelizar la§ ¡mpt¡cencias que esto podria tener en la

comunidad agrícola y el medio ambiente. Las raíces de esta crisis residen en eI

contexto socioeconómico donde se originó la mayor parle de la agroindustria

moderna, un aumento de la produc{ivided tenía como principal limÍtante para el

desanollo de la economía la llamada 'mano de obra", es así como aparece la

mecan¡zacién temprana de las prácticas agríc§la§ mnducienda

inexorablemente al monocultivo y luego a los fertilizantes químicos que

permiten reemplazar las prácticas más laboriosas como la aplicació* de

estiércol y la rotación de cultivos. La especialización producto de esias malas

prácticas traería consigo un aumento en ios costos de pdumión {maquinarias

e insumos) y finalmenie como producto del monoculiivo iniensivo la pérdida de

diversificación eliminando los mecanismos de aut+'regulación convirt¡endo a

estos moñocultívos en agroecosistemas altamente vslnerables, depndientes

de grandes cantidades de insumos de origen químico para hacer fente a todas

las problemáticas, entre las cuales, las plagas, las pestes, las malezas

invasoras y en general todo tipo de organismo que atente contra la

productividad egrícola caugaodo una disminuciÓn importante cn [os ñiveles d€

producción de alimentos. Durante año§ §e ha tratads de reverlir esta dificil

situación mediante un nuevo enfoque de la agricultura. la llamada 'agricuF.ura



sustentable', una respuesta a la disminución en la calidad de los recursos

naturales o de la base productiva de la agricuhura moderna. Sin embargo, la

implementación de este nuevo concepto es aún más complejo puesto que el

tema de la producc¡ón agrícola ha dejado de ser puramente técnico pasando a

ser un tema con dimensiones sociáles, culturales, políticas y económ¡ces. Hoy

por hoy, la discusión y las propuestas más acepiadas por las partes

mencionadas se encuentran principalmente avocadas a la subsütución de

insumos que sean menos nocivos que los productos agroquímicos que han

resultado responsables de muchos de los problemas asociados a la

contaminacién agraria difusa en los últimos años. No obstante, este enfoque

aun es defciente puesto que se @ncentra en los niveles más superficiales de

integración del agroecosistema. En esto, los plaguicidas son un ejemplo,

aquellos de alto espectro convencionales están desapareciendo dei mercado

debido a que las plagas se han vuelto resistentes y los aostos impuestos por la

reglameniacíón gubernamenlal para intrcducir nuevos produc{os químicos se

vuelven cada vez más prohibitivos iRosset, 1997).

La contaminación difusa es producida por una infinidad de causas y focos;

básicamente los contaminantes son distribuidos por lá acc¡ón del viento y la

lluvia. Ello significa que el cl¡ma condiciona el accionar de los agentes eros¡vos,

ya sea de tipo eólico o hídrico, provocando finalmente que el suelo y los

océanos sean el principal sumidero de los contaminantes transportados desde

el lugar donde fueron utilizados, Ésta es la prinepal característica de la



contam¡nacién difusa puesto que su problemática se centra en la capacidad de

los contaminante8 a ser transportados, habitualmenie Éstos Contaminantge SOn

esparcidos a la atmósfera y caen finalmente a la superficie del suelo debido a la

disminución o cese de la energía cinética del viento, o bien, al ser disueltos por

el vapor de agua almosférico y devuello por acción de las lluvias. No obstanle lo

anterior, estos contaminantes pueden reaccionar entre sus diver* tipos de

compuestos químicos dando lugar a otro tipo de coniaminante que tendrá a su

vez una tox¡cidad y comportamiento diferente del cual fue su origen.

Siendo indiscutibles las ventalas de los plaguicidas en el control de plagas y

enfermedades, es necesario señalar también que el usc de estos compuestos

lleva consigo índudables repercusiones por el sélo hecho de ser preparaciones

tóxicas para ser utilizadas frente a determinados organismos, provmndo

alterac¡ones significativas en los ecosistemas y alto riesgo de mntaminaciér¡ e*

aguas y al¡mentos de procedencia agrícola, prob¡emas graves en la sa¡ud de ¡s

operarios dedicados a su manejo y aplicación si no se toman medidas

preventivas adecuadas. Con el obieto de minimizar e§tos efectas negativos e§

que se hace necesaria regular su utilización medianie fiormativas que deben

ser conocidas, prac,ticadas, respeiadas y §scalizadas para lograr el fin últlmo

que es la protecsión del ser humano y el medio amb¡ente en riesgo de

contaminec¡Ón.

4



1. Origen y dinámica de los plaguicidas en el suelo.

Bajo este contexto se hace necesario tener presente el origen y los procesos

que determinan la dinám¡ca de los plaguicidas en los ecosistemas tenest es

puesto que de ello dependerá finalmente el transporte o absorción por las

raíces de las plantas y su posteriar disponibilidad para ser incorporado en la

cadena alimentaría. La presencia de los plaguicidas en el suelo tiene distintos

origines (Figura 2) donde la aplicación directa (1), ya sea en la superficie o

dentro de éste a una determinada profundidad, y (2) cuando es aplicado a la

zona aérea de las Blantas; son las principales vías de incorporacién del

plaguicida al suelo ya que éste no alcanza el objetivo deseado que es la planta

sino que es depositado en su mayor parte a la superfic¡e del suelo. Además

existen otras vías como el arrastre por acc¡ón del agua o el viento, del

plaguicida depositado sobre la planta (3) y aun en menor proporción por restos

vegetales desprendidos de la planta o que se quedan en el suelo al momento

de la recolección del cultivo (4) así como también por el transporte de restos

suspendidos en la atmósfera por la accién de la lluvia y el viento a zonas mas

alejadas (5) {Comejo, 2001).
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Figura 2: Dinámica de los plaguicidas en el suelo.

2. Procesos que determinan la d¡námica de los plaguicidas en e¡ suelo.

Una vez en el suelo, los plaguicidas entran en un ecosistema dinámico y están

sometidos a una serie de procesos que determinan su comportam¡ento (F¡gura

3) pudiendo agruparse éstos en procesos de transporte o transterenc¡a y

procesos de transformación o degradación.
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Figura 3: Procesos que determinan la dinámica de los plaguicidas e* el

ecosistema tenestre.

2.1 Procesos de transpañe y transferencia-

El transporte y transferencia se relaciona con la movilidad que le conespcnde a

cada tipo de plaguicida involucrando los movimlentos de gases, líquidos y

partículas sólidas dentro de un medio determinado y a través de las interfaces

del aire, agua, sedimento, suelo, plañta§ y animales- En este caso, la

importancia de estos procesos rad¡ca efi que el plaguicida en cuestión no ha

sufrido ninguna modificación desde el punto de vista químico, §ie$do el m¡smo

compuesto dispersado en el rnomento de su aplicaciÓn.



2.1.'1. Dispersión Global: dentti¡ de este grupo se encuéntra la translmaeión y

depósito debido a que estos procesos también forman parte de la dispersión

provocada por la difusión de coniaminantes debido a un gradiente de

concentración ffiovilizándolos desde zonas con alta concentración a ctras

menos concentradas. Esta disperción se produce generalmenle por la aeiÓn

del viento y las lluvias que anastran a los contaminantes reubicándolos a

distancia del lugar donde fueron aplicados.

2.1.2. Deriva.. este término se refiere a todo aquel movimiento de los pesticidas

hacia lugares donde éstos no fueron aplicados, tiene un carácter normalivo,

puesto que pretende hacer notar la importancia de la distribución de un

pesticida al aplicarse en el medio ambiente y los alcances negativos que áste

pudiese llevar a la pobtación humana por medio del bajo control que se tiene

sobre estos coñpuestos, su forma de aplicación y regulación-

2.1.3. Volatil¡zación: ya sea desde la superficie de las plantas o el suelo y desde

la solución acuosa en donde se encuentra, ésta tiene que ver con la

temperatura ambiental, la pres¡ón de vapor, la solubitidad eft agua y la masa

molar de los compuestos. La volatilidad se mide a partir de la constante de

Henry, aquellos plaguicidas que posean una constante baia (<1,0 x 104) so*

poco volátiles por lo cual permenccen solubles en agua. En embio, plaguicidas

con una constante alta (>10) son plaguicidas que pueden volatilizarse'



2.1.4. Escunimiento v Lavado: todo compuesto que se encuenk sobre la

superficie del suelc o de las plantas pude escurrir por efec{o det agua que

eircule por aquel lugar euando ésta supera la cepacidad de infiltrae¡Ón.

Dependiendo de las características de la superficie y el cáudat de

desplazamiento, los compuestos se moverán en alguna dirección particular

llegando a distintos lugares inc{uyendo aguas superficiales cle grandes

proporciones generando un proceso de lavado superficial.

2.1.5. Penetración e incorporación: cuando un plaguicida se intrduce a la

planta o vegeial, producto de la naluraleza del cultivo, la extensión temporal de

los tratamientos, las propiedades fisicoquímicas de los ccmpuestos,

c¡ndiciones clímáticas y características del suelo se produce un fenémeno de

absorción al penetrar el sistema radicular mediante mecanismos y vías

similares a las utilizadas para absorber los iones inorgánicos necesarios para el

crecimiento y desanollo de los cultivos, provocándose la acumulación de estos

compuestos en el vegetal e incorpoÉndolos a la cadena alimenticia rndiante lq

naturaleza del siguiente nivel trófico gue disponen de estos recu§os y la§

transportan hasta los niveles superiores de la cadena-

2.1.6. Lixiviación: este proce§o conesponde a un movimianto vertical a través

de los d¡stintos horizontes del suelo producto de la acción del agua de

disolución g, la baja adsorción de los compuesto§ csn los ccmponentes det

suelo (materia orgánica, arcilla, éxidos de hieno y aluminio, etc"). Es altamente
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preocupante que un compuesto de estas características sufra este tipo de

transporte puesto que la contaminación de las napas subtenáneas tiene

implicancia directa sobre la salud de los seres humanos,

2.1.7. Adsorcién v desorción: es la capacidad de un compuesto orgánico a ser

adsorbido (retenido) c desorb¡do (liberado) por los suelcs o sedimentos, sobre

todo en los coloides de la materia orgán¡ca. La medida de esta tendencia es

calculada a través del coeficiente de adsorción de carbono orgánico (Koc),

llamado también coefciente de adsorción suelo/agua. En general, mlentras mas

hidrófobo es un plaguicida más adsorbido será éste por los colo¡des de materia

orgánica.

2.2. Procesos de transformación o degradación.

Todos estos procesos dependen en mayor o menor medida de las condiciones

y características del suelo, del plaguicida y el clima; entonces podríamos decir

que para cada plaguicida y para cada suelo existe una curva de degradación

característíca,

2.1.1. Deqradación química: se produce debido a las coñd¡ciofies fisicoquímicas

que permiten su degradación. Particularmente existen reacciones de

degradación por oxidación, hidrélisis y fotodescompsición, en la cual la

rad¡ación ultravioleta y visible Q4A-7OO nm) rompe enlaces de la molécula del

plaguicida, especialmente aquellos dobles enlaces conjugados.



ll

2.1.2. Deqradación biolóqica: ésta ocure por la acción de los microorganismos

y sistemas enzimáticos que actúan sobre los compuestos transformándolos

completamente. En el suelo los plaguicidas pueden degradarse completamente

transformándose en especics inorgánicas de baja masá molar como agua, C02,

NH4*, PO{-3, etc. Este proceso llamado mineralización es lo gue idealmenle se

pretende alcanzar con estos compuestos, transformándolos en materiales

disponibles para la vida en los suelos. En contraposición con esto, eisten

residuos de plaguicidas o productos de degradación que permanecen en los

suelos por algún tiempo debido a la formación de enlaces c¡valentes entre

partes del plaguicida y moléculas pe(enec¡entes al suelo como las arcillas y los

coloides orgánicos.

3. Características fisicoquímicas de ios plagulcldas y su d¡námica en el

amb¡ente.

Para conocer la d¡námica de un plaguicida en el ambiente es indispensable

contar con la información del compuesto como sus prop¡edades fisicoquímicas,

además de las caracterÍsticas del suelo en donde se quiere aplicar y los

procesos que pueden llevarse a cabo. Sin embargo, científicamente so siempre

es posible predecir lo que ocunirá con una molécula de estas características

cuando ha entrado en el ambiente, pueslo que las condiciones son muy

distintas a las utilizadas en un laboratorio.
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Presión de vapor: es una medida de la volatilidad de un plaguicida y determina

de manera importante la velocidad de volatilización desde el suelo y cuerpos de

agua superficiales c¡ntaminados (Tabla 1). La presión de vapor varía según l*

temperatura, incrementando a medida que ésta aumenta y viceversa_ Se

expresa utilizando unidades de presión como Pascales (Pa), atmósferas {atm) o

mi,ímetros de mercurio (mm Hg).

Presión de vapor del

plaguic¡dá (Pa)

< 1,0 x 104

Tabla 1: Presión de vapor.

Afnidad del pláguicida al suelo
Plaguicida

o agua

Baio poienc¡a¡ de

volati,¡zac¡ón

> 1,0 x 10-3 Baja
Alto potenc¡al de

Yolat¡lizac¡on

Constante de la Ley de Henry (Hc): describe la tendencia de un plaguicida a

volat¡lizarse desde un suelo húmedo o desde el agua. Este valor se calcula

utilizando la presión de vapor (mPa), la masa molar (glmol) y la solubilidad en

agua (mg/L).

Hc = p, * pM * 1 x 1o-3/ Susua

Donde P' es la presión de vapor del compuesto, PM es la masa molar y $,n* es

la solubilidad en agua. Cuando un plaguicida tiene una alta solubilidad en agua

con relación a su presión de vapor (a igual temperatura), el plaguicida se
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disolverá principalmente en agua {Tabla 2). Un valor elevado de la cor¡stante de

Henry indica que el plaguicida tiene un potencial elevado para volatilizarse

desde un suelo húmedo, por et contm¡io, un valor bajo indica un potenciat

elevado para lixiviarse.

Tabla 2: Constante de Henry.

disolvease en agua

. Potencial de lix¡Yiaciór¡

Volatilidad

moderada El plaguicida puede

ntta

I volatilidad

Constante Aita

. Presión de vaFor alta

. Eaja solubili#

0,01 - 10

volatil¡zarse i ,10
. PotÉñcial volaii,izaciÓn

Sotubitidad en agua: ésta es una medida que determina la máxima

concentración de un plaguicida al disolverse en un litrc de agua. Las unidadm

de concentración utilizadas frecuentemente son: miligramo por litro (mg/L)

equivalente a una parte por millón (ppm) o bien, mícrogramo por litro {pgll} que

equivale a una parte por billón {ppb). Cak mencionar que ex¡ste una e§trecha

relación entre la solubilidad y la iemperatura, aumentando a rledida que ésta

también se ¡ncrementa. Los plaguicida§ con una alta solubilidad en agua se

Volat¡l¡Oao áeipnsu¡cida

0,0ús1 - 0,01
Baja

volatilidad
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adsorben débilmente a los suelos y son fácilmente transportados del lugar de

aplieación por efecto de las aguas {lluvia, riego o escunimiento} hásta tuerpos

de agua superficiales o subtenánes.

Coef¡c¡ente de partición octanol / agua {Kaw): Determina la hidrofobicidad de

una molécula y constituye un punto clave para definir el lugar del plaguicida en

el suelo. Corresponde a Ia medición de la tendencia de un compuesto para §er

separado en una f:ase orgán¡ca y una acuosa. Los plaguicida§ con valcres alt6

de Kow (>104) son considerados hidrofóbicos; mientras que los plaguicidas que

tienen valares bajss de Kow (<10) se csnsideran relativamente hidrsl¡li@s" Los

primeros, tienden a acumularse en superfcies orgánicas, tienen aha afinidad

por los líp¡dos y por lo tanto, son potencialmente bioacumulables en la grax

corporal de animales, lo que constituye un riesgo para la salud de las personas.

Coeficientes de adsorción {Koc); Es el coeficiente de adsorción al carbonq

orgánico, determinando una medida de la afinidad del plaguicida hacia el suelo

o los sedimentos, una vez que eslos han sido normalizad§§ para ta

concentltlción de carbono orgánico {Tabla 3). Es especíüco para cada

plaguicida y es un valor adimen§ional puesto que se calfirla media#e el valor

de Kp (Coeficiente de partición entre el suelo o sedimento y el agua) y el Foc

(Fracción de carbono orgánic,o en la fase del suelo o eedimefito) de acuerdo a

la siguiente relación:

l(oc=KplFoc
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Tabla 3: Coeficientes de adsorción de carbón orgánico (Koc).

Adsorcióñ del piaguicida al suelo vaic.es de¡ coefi cier¡te

Menor á

l1o
,10a100

i

i
I

i

I tOOa

i 1000

I

i

I

:

I

Koc Baio

. El plaguicida puede

distr¡buirse en cutrpos de

agua o e, a¡ie.

. El plsguicida Puede no

fijarse a la ma{eri3 orgánica

del suela.

. La Yia de exposición aa

p¡agu¡cida puede ser

inhalaiür;a.

El plaguic¡dá puede ser

adsorbido pür la matéria .EI pláguicidá nc puedeiosut utuu P{Jr rd rIlaLE, rá r E¡ P¡agu¡rrua, ¡ rir ¡rr

orgánica del suelo y los msverse eñ aguás

sedimentos Mayor a superfciales,

100000 'La YÍa de exPrs¡ción al

plaguicida Puede s€. Por la

cadena al¡menl¡()a.

El plaguicida puede ser voláti!

10Qo a Koc Alto

10000 . El plaguicida pudÉ fiia.se

10000 a en ¿l suelo. sedimenlo. b¡ota

100000 Y malerra orgánrca

Moderada

-
Fuerte

Muy fuerte
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4. Plaguicidas en estudio.

Se estudiaron cuatro plaguicidas organofosforado§ {Figura 4}' estos

compuestos tienen la particularidad de poseer un grupo fosfato dentro de su

estructura químíca y su función pri*cipal es ser insecticida para controlar las

plagas que atácan los cultivos. Ho son plaguicidas de tipo sístémico, síno de

contacto, inhatación e ingestión. E§tos compuestos poiencialmente pueden

provocar graves daños en el ser humano puesto que son inh¡bidore§ de la

enzima acetilcolinesterasa (AChE), responsable de la destrucción y término de

Ia actividad biológica del neurotransmisor acetilcolina {ACh}, provocando un

aumento de ACh, acumulándose y afectando el normal funcionemiento del

impulso nervioso alterando la §inapsis neuronal, {Vyas, 1998}.

O 2 aiet.yl:rt ti a.-6-. *Íi ¿rtt ;.t dt.- 4 -?1 0.O4 ¡E¿,tl

I

a,_,1".-*,

Figura 4: Plaguicidas organofosforados en estudio.
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En la Tabla 4 se presentan los vaiores para alguno§ de los parámetro§ que

definen las características de esto§ compuestos.

Tabla 4l Propiedades fisicoquimicas de los plaguicidas orgaaofosforados.

r I Diaz¡non i i i Paratiún
Paration P¡rimifos

raasa rvlo¡ár (glmo» I s04 aE zal,lt eosSs 291,26

tl.
: Sorun¡¡¡oa¡éri aluaazo'C tmsrL) :'-' -60 

- i 55 - .. 1r---- - tz¡

jeóóipl'iiCióllostuw-lñi{¿ot I ---¡ --'----i- . ----,
I ; :,ag r s,o , 3,9 I 3,83 

,

¿tr!'-

ilrelañ¿énáñi?2s"e fuPát-. r i1,st , a.2 i 0'0s2 i s'se
r1

Cté oé ia Léy oe Henry a 25"C
, iü,061 i 0,0086 , o,üoooñ1 i §,031

(Pa m'/mol)

Cte de edsorción de cerbónr i 643 'i 24o ' 11oo , 7mo
orgánico Koc (mug)

Fuente: US-EPA y Miliarium {lngeniería Civil y Medioambien§.

5. Metodologías de estudio de plaguicidas.

Existen diversas metodologías de análisis para el estudio de los plaguicidas que

part¡cularmente dependen del ob.ietivo que se quiera alcanza¿ puesto que

pueden estar orientadas a determinar su comportamiento como métodc de

acción y espec¡fic¡dad, detecciÓn y cuantificación, dest¡no final en el medio
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ambiente, grado de persistenc¡a, nivetes de tolerancia y concentrac¡ones

máximas permitidas en animaies, vegetales, medio ambiente y seres humangs,

y varios otros importantes temas que pileden ser estudiados acerca de estos

compuestos químicos. En el caso puntual de la determinación en matrices

ambientales sólidas c¡mo los sueios, una etapa que resulta casi ineludible es

su extracción desde la matriz previa a la cuantificación.

Desde el punto de vista de la extracción de plaguicidas lo que se quiere en

primer lugar es sepa!'ar e! analito del resto de la mairiz, preconsentrar los

compuestos para mejorar la sensibilidad y aumentar la selectividad mediante la

eliminación de interferencias, todo esto, favorece la detección de los analitos en

el nuevo medio donde se encuentran permitiendo cuantificarlos de manera

óptima mediante la técnica seleccionada. Convencionalmente existen varios

tipos de extracción utilizados, entre los cuales se pueden encontrar la

extracción solidoJiquido, líquido-líquido, extracción en fase sélida y la

extracción con fluidos supercríticos, en iodos ¡os casos la muesira se debe

poner en contacto con un extractante (sélido, líquido o fluido supercrítica) en

determinadas condiciones con el objeto de debilitar ias interacciones enlre el

analito y la matriz e ¡ncrementar las interacciones entre el analito y el

extractante. Generalmente estas técnicas analíticas requieren que e¡ ana¡ito se

encuentre en solución, por lo tanto para muestres sólidas es neceer¡o utilizar

algún compuesto líquido que nos permita separar el analito de la muestra,



mieatras que para !Íuestrzrs líguidas la extraceión ya encarnlnada hacía la

preconcentracón det analito, cambio de sotvente o timpiezá de ¡nterferentes.

La extraceión sólido*tíquido es e[ proceso de e*racción más utilizado para

,.nuestras sólidas, en este caso la rnuest¡a se pone en contacto con el solvente

adecuado y se somete a afgún proceso más o menos agresivo en funcíón de la

brtaleza de las interacciones entre el analito y la matriz. Esta extracción debe

ser opiimizada, buscando obtener la mayor cantídad posible del analito e¡r

estudio y la mínima de otros corfipuestos no deseados de la matriz. Uno de

estos tipos de extracción es la agitación, un procedimieñto muy suave que

depende aciemás de otros faclores como el tipo de matriz. Para interaccÍones

más i*tensas puede utilizarse la radiación de ultrascnidos que pr+voca !a

vibración de las moléculas aumentando la eficacia de los choques efitre e[[as.

Para interacciones aun mas intensas se uliliza la exiraccón Soxilet. La mezda

disolvente - muestra se calienta de forma continua sin riesgo de evaporación def

anal¡tro o del disolvente. Este procedimienhc tiene como principal inconveniente

el largo tiempo de extracción (12-48 h) y el elevado volumen de disolventes

orgánicos que se ut¡l¡zan para tratar una rouestra {3Oo-50O mL}. Sin embargo.

es el métorio más utilizado y referencía de torjas las iécnícas de extracción

actua,les.

Existen además otras técnicas corso Ia extracción aceierada can dísolvenie o

con liquido a alta presión, básada en Ia utilización de disolventes orgánicos a
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alta presién y ternperatura. Su funda¡¡rento §e ba§a e* güe las altás

temperaturas aceleran ta eiftética de ta extracción y la elevada presién mantiene

el disotvente en estado tiguido pen'nitiendo una exlra*ió¡ rápida y segura- En

este caso la muestra es eotocada en una eelda y §e añade un volumen de

dieolvente e¡tre 15 y 40 rnl, a conti$$ación se aplica una temperetura de hasta

200 "C y una Bresíón de hasta 2ü mPa, después de *n periodo de tie$¡po en

estas condiciol¡es, alrededor de 1ü á 15 min el extracto puede ser analizado y

generalrñefite sin necesidad de un proceso de tímpieza posterio.-

La extracción con microondas surge como una altemativa a la extraccién

Soxhlet con ü* caleutamiento más rápido y efcaz. E* e§te caso la muestra es

colocada en un recípiente (e§te por lo general es capaz de soporiar aftas

tempereturss y presio*es siendo de un material resistente e inerte a ¡a muestra

y los sofuentes utilízados) se le adicícna el disalvenie y se sornete a ta radiación

de nrlcrsondas. Pssleriormenle e¡ extrácto debiese se.' fit$ado y/o limpiado

euando la muestra no guede ideatmente limpia para ser cuantif¡cada mediante

la técniea de deffin seteecianada. El disalvenle * debe elegir en funcián de

su comportamiento 6nte las microondas, su interacción ean la matriz y ia

solubilidad de tos analitos. La energia microondas es absOrbicla por rnoláculas

con momento dipolar permanente produciendo su rotación, síendo esta la

respsnsable del calentarnieni€ de lá mueslrá. La gran ventalá frent€ a Ia

extraccién Soxhtet la presentan los tiempos de anátisís, tos baio§ vülúme&es de

disolven¡e y el análi§s §mulláneo de muestras- La aplicacién de esta técnica de
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extracc¡én crece cada dia y dent o de ellas se cuen!=n la dete¡minación de

PAHs, fenoles y pestieidas organoclorados, organofosforados y triaeínicos en

distintos tipos de muestras {suelos, sedimentos, etc.). {Boudou, '1989, Volker,

1993; Dean, 2000; Andreu, 2004; Douglas,zAOq.

5.1. Diseño experimental y análisis por canponerites prí*apalee.

Debido al núme-ro de factores experimentales que podrían tener efecto sobre la

eficiencia de la extracción de un nuevo método propuesto, el proceso de estudlo

y optimización del mismo resulta ser complejo. Por ello es conveniente utilizar,

para este fiñ. henamientas que permitan s;mplificar el proceso. Eñ esie sentico.

el diseño de experimentos y el análisis por componentes principales son parte

de esias herramientas y se basafl en la utilización de conceptos estadísticcs y

quimíométricos para diseñar, planificar, explorar, optímizar y cuaniificar ios

resuitedos de un nuevo procedimiento experimental.

En el dircño exp,erimental el objetivo es ll€gar por med¡€ de un camino €ficiei-lte

a obtener la optimización de un proceso con un mínimo de experimentos. Ésta

es una técnica orientada a problernas multivariantes, es decir, a sistemas que

dependen de muchas variables, involucrando por una parte la descripción de

una serie de experimentos que se llevarán a cabo con la inte$ción de

desariotlar uíl modelo y por otro fado, en la optimización de un proceso para

determinar la serie de condiciones que son requeridas para obtener un



tesultade de sracteristicas éptirnas. Para desarrollar u¡ diseño es fi&sario

saber que ta obtencióa de un modelo depende de los experimentos realizados y

gue és{os Do ssfi ¡l€vados a cabs de un r¡odo azaro§Q sino a favá$ de una

pfanificaci6n csnside.ada cuidadosamente- Se requiere además tener muy claro

cuales son lrss factores o var.iables rnaneiables de ffa§era co¡trolada para lcs

que deseamos estudiar sus efecÉos sobre el proceso y que tíenen, o pedríañ

tener influencia sobre tas cara{*erí§ticas estudiada§ {fac*ores pueden ser,

concentración de reactivos, pH. vo[umen de t*üÉstra, etci. Los ñiveles §en los

diferefites válores quÉ toman lss fa§to{es al momento de llevarlos a la práciica

en el teneno de lcs experimentos; en este sentido, los es el prirner paso e

.oñsíderar eñ un diseño de experimentos {niveles para un efisayo con distint§s

solventes pueden ser, agua - acetona - metanal). Las re§pueslas son aquellas

carac{erístícas del proceso que quiere ser opiimízado, por lo É§to, son

variables que describen la efrcierrcia del sistema (re*puestas pueden se¡,

vnáxima intensidad de señel, minimo error relativo, máxima recuperació*, eic).

El diseño experimental se utiliza para Galroltar modelcs er*píricos, es decir'

en situacíones donde no es posible deducir la fu*ción de respuesta desde u*a

teoría. Ahora ben, una leoría permite conocer de antemano la re¡ación qr¡e

existe entre una respuesta y cíerto factor, sin embargo, rafEr vez se conocen lt¡s

coeficientes de tal función.

En el análisis de probtemas multivariante§, el voiurñeil de los daios puede

d¡ñcu¡tar el reconocimienlo de pauias y relaciones- De esla manera, el abietivo



de los ñétcdÉ-e de análisis multivariados como e! de ccmponentes principaies

(PCA) es lá redüócióñ de ios datcs. Este análisis permite reduc¡r ia cantidad de

datcs cuando está presente la coreleción y ta idea orincipal es enconttar

cernpcnenles que seen combinaciones lineales de ias veriabies originales

cagaces de dese-ibir e cade muesira. Por ejernplo:

Z1 = á11X1 + &.rzXz + a13X3 + .... .r á1Jn

Zz= AztXl + a:iXa + á23X3 + .... + Aen&

4, = AntXl * áraX2 + án3X3 + .,., + ¿nr"{n

Donde Zr. Zz, Zn son las componentes principales de las csmbinaciones lineales

.ie Ías.,'ai-iebles arig¡ñales Xr, Xz, Xn. Los coeficiente§ á . ü¡2. etc soi] e:Égidcs

de manera tal que las nuevas va.iables a diferenc¡a de las variables origiñales

!'io se encuelrtie* ca¡relacicíiada§ entre sí. La geileraciÓft ie e§?e nuel.Jc

fsnjuñto de variabies puede patecer atso sin sentide, sin embargo, [as

csmp-nentes pr¡ncipales también se el¡gen de rnanera que ¡a pr¡me.e

compone*te (Cpt = Zl) recoja ta .*ayor parte de la variación que hey en ei

ccnjunto de datss, la segunda componÉÍte {-C?2 = Z-¡ rccoia ja s¡gu¡erté maysr

parte de fa varíación y así suc€sivamente. Pcr consiguienie, cuando haya una

correláción signÍficativa el nurfiero de compoñentes Útiles será rfiilchc mÉncr

que el número de va¡iabies criginates. §e esta forma es posíble simpiificar y

condensar la lnformación obtenida para pcder anali¿arla de menera más rágida

y rZcil. {Mii'er, 2üü2i
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Finalmente y sobre la base de los anteÉdentes presentados, se p¡antea la

siguiente hipótes¡s de trabaJo

6. Hipótesis

Es posibfe extraer eficientemente residuos de plagüicidas organofcslorados

hidrofóbicos desde suelos agrícolas mediante extracción sólido-líquldo

utilizando una mezcla de agua-solvente orgá;rico y reparto simuitáneo en

hexano, coñ la asistencia de microoñdas, para su determinación por

cromatografía de gases.

Lo aoteríor implica identificar las variables experimentales que tienen un efe*o

signidcativo sobre la eficiencia de la exiracción del méiodo p.opuesto,

optimizarlo y validarlo con ef apsyo de herramientas quimiométricas y

estadísticas adecuadas.

6.1 . Abjetívo Generat

Desarollar un método analítiÉ para le determínación de piaguícidas

organofosforados en suelas agrícolas, basado en uña extraccién a§stide por

microondas y determinacíón medianie cromalografía de gases cor} detector

fotométrico de llama iGGFPD)
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6. 2. O bj e t i v a s Espe-cificos

i) Optimizar la determinación de los ¡nsectie¡das organofosiorados

Diazinon, Metil Paration, Metil Pirimifos y Paration mediante GC-FPD.

ii) Proponer, desarroflar y optimizar un método de exiracción de los

insecticidas desde los suelcs agrícolas con características diferentes, utilizando

un medio acuoso para fa desorción y partición simultafiea en n-hexano as¡stída

por microondas.

iii) lncorporar herramientas estadísticas y quimiométricas adecuadas para

esludiar y cptimizar las diferenles variabies experime*tales que afecten la

eficiencia de extracción de los compuestos desde el suels.
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II. MATERTALES Y MÉTODO§

1. Reactivos

. Sol'¡entes

. Acetona grado pesticidas. Fisher

. Acetonítrílo grado HPLC, Físher

. Agua calidad nanogrado

. Hexano grado pesticidas, Fisher

. Metanol grado HPLC, Fisher

. Gases

. Aire sintético \21t2o/o Oz + Nz), AGA

. Helic, AGA

. Hidrógeno, AGA

. Nitrógeno extra puro (99,995o/o), AGA

. Pesticidas

' Diazinon (99%), Chem Service

. Metii Paratión (§8o/o), Chem Service

. Metíl Pirimífos (99%), Chem Service

. Paratión (98o/o), Chem Servíce

. Trifenilfosfato - TFF (997o), Aldrich

. Otros Compuestos

. Aceite de Oliva {lmitador de matriz)

. Ciirato de Sodio, PA Merck



2t'

. Hidréx¡do de Sodio granular, PA Merck

. Sulfaio de Sodio grado pesticidas, Merck

2. Materiales

. Jeringas de Vidr¡o (f 0 pL) para inyección de muestras al Cromatégrafo de

Gases, Hewlett Packard

. Material de vidrio de uso general y voiumétrico clase A

. Micro p¡petas de desplazamiento de aire de 20-100 ¡-rL y de 100-1000 pL,

Eppendorf

. Mortero de porcelana

. Viales de vidrio (5 mL) con fondo cónico para evaporación de soivente y

redisolución

. Vales de vidrio (15 mL) color ámbar para guardar solucioses patrófi

3. Equipos

. Balanza Analítica Precisa 40SM-200AS (t 0,001 g)

. Balanza de precisión Precisa 4000 C (t 0,00001 g)

. Equipo de purificación de agua NANOpure Ultrapure Water System

Barnstead

. Estufa para secado WTB Binder
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4. Sistema de extracción.

Hcmo de rnicrccndas para digestiórr Miiesione tlrils-Í200 f,{ega, #isporre tJe 2

carruseles rJe pclipropileno (6 y 10 vasos) de TiríF (Tetraf uonnethaxii).

5. Sistema Cromatográfico.

Cromatóg!efo de Gases Hewiett Packard 5890 Series ¡l (F¡gura 5) proy¡sto con

detector fútométrico de llama (FPD) espeeífico para fósforo, inyeeción manuai

spiilsplítless y un integrador monccanal para la adqursición de resl¡ilados. Para

ei estudio realizado se utilizó una columna capilar HP Ulira 2 (25 $ x G.2 mm

d.i.. 0,33 pm de espesor de recubrimiento íPoli iS?ir difenil I gSo./c dirnetii)

Sílcxano). ,m

Figura 5: Cromatógrafo de Gase$ Hewiett Packard 5890 Series il.
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Las condiciones uilllzadas ,jel deiector fueron: flujo de aire de 100 mUmi*.

hidrógeno de 75 mUmin, nitrógeno como gas aüxil¡ar de 20 mumin y helio

como gas portador.

6. Suelos utilizados. Clasificación y carácterizac¡ón.

Se utllizaron cinco tipos de suelos con diferentes caraclerísticas y propiedades

fisícoquímicas, provenientes de distintas zonas agrícolas de Chile. Tres son de

tipo no alofánico, Pocuro (PCR) y Quillota (QTA) provenientes del Valle del

Aconcagua (RegióE de ValparaÍso) y Rancagua {RGA) pravenie*te del Valle dei

Cachapoal {Región del L¡bertador Gral. Bemardo O'Higgins); y dos de tipo

alofánico, Temucc {TEM} y Vilcún (VLC} provenientas de la Regién de la

Araucania. En la Tabla 5 se describen las principales ceracterísticas y

propledades fsiccquímicas cie estos suelas, los cuales fueron recogidos entre

0-20 cm de profundidad, seeados al aire, tamizados de tal forma de obtener un

diámetro de partícuia de 2,0 mm y posteriormente guardados en frascos

plásticos seiiados á temperatura ambiente,
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Tabla 5: Caraeterísticas y propiedades fisicoquírxic*s de le suelos-

Sueio MO (c/ói DH Arciiia ícÁi Lrnc í%i fl¡en¿ (críi Textura

TEM -12.0 6.3 22.6 b8.6 18.8 t ¡ancl] lrmo aIc¡iioso

: v¡-C i 13,4 -6.3 ! 32,7-a-3s,o-- I :¿5 , - Frs¡rcoé.ü-llosa -- I

rri,
n¡¡ r-. ¿i . ¡:4 i a5,á | 54,1 : 3§,a 

'': *prán-áiim-oso

i ÉGÁ I i,g- ,6,s-i 15J ""-445* :-1s,4 - -.'F;ánco 
I

-PeR , 1§ ,li I lz,á- sg,a 31,t i- -rran"áar¡nr*sc--'.,

7. Disoluciones.

7.1 Disoluciones esiándar de Diazínan, ltletil Paratlon, lrlet!! Piir*íbs y Paratian.

se prepararcn disoluciones de cada uno de lo§ plaguicidas. se mesó e* forma

individuai una cantidad de patron de Diazinon, Metil Paration, Metil Pirimifoa y

Paration: 1C,78; 11,39; 11,89 y 10,84 mg respecl¡vamefite. A continuacién cada

muestra se traspasó cuaniiiativamente * un malraz de aforo de 10 mL y se

complétü el volumen con acetona. Estas disolirciores fueron utilizadas como

puñto de partida para preparar las disoiuciones pátroñes de calibración,

ciisoluciones acuosás para fonificació$ de sueio§ y en otros solvenles orgánicos

para los esiudios realizado§.
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7.2 Disalución eslándar de Tifertitfasfalo iTFF).

§e preparó una dÍsolución de TriüeniFssfato (TFF) para se¡ utilí¿ads como

estándar intemo en todos ios procesos de determinación cromatagráfica; su

fnalidad es ia de ccmparar el área de !a seña! de cualquiera de los compuestos

con el área de la señal de éste, tomándolo como un valor de referencia para

estandarizar la respuesta cromatográfica. Se masÓ 26,10 mg de TFF' los que

íreron traspasados cuantitaiivame,rte a un matraz de 25 mL y se completé ei

volumen ffin acetona. Esta disolución fue utilizada rcmo punto de partida para

ser agregada a cada uno de los patrones de calibración y muestras que fueron

determinadas medianté cromatogralta de gases. La concéntración de esie

patr'ón se estableeió en 0,1044 Ugrrtl para eada medida realizada.

7.3 Dísolucíón de Aceite de Oliva en Hexa¡¡o.

§e preparó una disolución al 0,3% viv de ace¡te de oliva en hexano la gue se

usó para enrasar los patrones de la curva de calibración y los extractco luego

del proceso de extrae¡ión en microondas. Esta solueión de aceite de cliva se

utilizó como imitador de matriz fmatrix mimiC) eñ la determinación

cromatográfca de los comPuestos.
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7.1 Disolucianes paía exlracción con agerle§ co-extíaetantes iSt¿lfato,je Sed¿

y Citrato oe Sooro;.

Se masé 24,87 mg de sulfato de sodi§ {Na2S0+} o 25,71 mg de citratú de sodio

{csHsozNas x ZHzAl y se llevafo§ a un matraz de aforo de 25 r*L con,:p¡stañdo

su volumen cün agua nanopure, alcanándose una coñcentración de 394,4

mglL y 1028,4 mg/L {902,5 mg/L para la molécula anhidra}, respectivamente'

De estas disoluciones se midieron 5 mL ó 12,5 mL y se llevaron a matraces de

25 mL, añadiéndoles luego la cantidad de agua yIo meta*ol necesaria para

alcanzar la proporcién 1:1 v/v AgualMeOH. Las conce*trac¡orles de les e

extractantes en las soluciones de extmcción fueror de 497 mgll y 199 mgll

para sulfato de sodio y 451 mgll y 181 mg/L para citratü rle sdio.

8. ñiiétodos.

8.1 Pruebas de separación y determinaciÓn de Diazina*, Metil Paration, MetiÍ

Pirimífos, Pantían y Trifenílfasfata {TFF} medíante üofiatagnfía de gases con

detector fotomética de llama {GC-F PD}.

A partir de las disoluciones estándar de cada plaguicida se procedíé a realizat

una dilución hasta una concentración de 0,21S ¡jglml oara Dia¿inon, 0,228

pg/ml para Metil Paration, 0,238 ¡rglml para Metil Pirimifos y 0,217 ¡.lgfml para

Paration; estas diluciones se hicieron en malraces de aforo de 10 mL páfa cada



uno y otro iguai con una mezcla de los cuatro piaguicidas más el patrón inter-no

(TFF) a 0,418 pg/ml en cada una de ellas. A continuación se obtuv¡eron los

cromatogíamas mediante GC-FPD.

MeCiante el siguiente programa se obtuvo ia resclución de tos cuatro

compuestos más el pairón interno.

. Temperatura del lnyector: 250 oC.

. Temperatura dei Deteütor: 280 oC.

. lnyecc¡ón de 1,0 ¡rL en modo "splitless'.

. Temperatura ln¡cial: 70 oC mantenida por 2 min,

. Rampa A: 40 oC / m¡n hasta 230 oC mantenida por I min.

. Rampa B: 10 oC / min hasta 280 oC mantenida por 1 min.

. Rampa C: 10 oC / m¡n hasta 290 EC mantenida por 3 min-

. Tiempo Total: 17 min.

8.2 Estudio del efecto de Aceite de Oliva, cafio imrtadar de mairiz {matix

mimic) sobre la seña! cromalográfica de los plaguicidas organofosforados.

Se preparo una solución de 10 mL que coñteníaa los cuatro plaguícidas

organofosforados a una concentración de 0,1078 pgJrfiL para Diazinon, 0,2278

ljg/ml para Metil Pafation, C,1190 ug/ml para Metil F¡rimifos y 0,2168 ¡:g/mL

para Paration, además del patron interno iTFF) a 0,1G44 ¡rglmL. Estas
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soluc¡ones se llevaion al átoio con una solüc¡ón de n-l'iexano y ace¡te de cliva a

0; 0,1; 0,2 y ap% viv. A conilnuación s§ dete¡'minaron pcr ctsmatsgráifía de

gases (GC-FPD) ba.lc las ccndiciones óptimas de separccién {11.8,1).

8.3 Deterr*inación de los pañrnef*.-s de celidad analitica i*strumentales-

A partir de las disolucione-s estándar iniciales para los cuatro plaguicidas

organofosforados (11.7.1) se midieron 0,25 mt de la dlssiueién de Diazínon y

Metil Pirimífos, separadamente se midieron 0,5 mL de la disolución de Melíl

Paration y Paration llevándose a un matr¿¡z de afsrc de 5,0 mL y se campletÓ el

aforo con coñ n-hexano. En seguida §e midieron 9,25 mL rie §aria ur¡a de lae

scluciones anteriores y se ¡¡evarsn a un mairaz de atbro de 25 r*L y se

compieió el voiumen con n-hexano, iiegancio a una csnceñiración de 0,53§

pglml para Diazinon; 0,595 pgiml para Melil Pirimifm; '1,C84 pgrml para

Parat¡on y Í,139 yg/ml para Metii Paration. Esta disolr*eión fue utilizada pa!?

preparar la curva de caiibraciÓn a¡ tomar los voiúmenes ¡nd¡cado§ en la Tabla 6,

agiegando además 0,02 ñL de una diiución inieimedia de TFF (52'2 Ugfml) y

enrasando hasta los '!C mL con la solución de acc¡t€ de oliva al 0,3%','iv en í¡-

h^v6h^ /ll 7 
"\I ¡rr^sr !r, \r¡., .sr.
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Tabia 6: Coñsirueeión de ia Curva de Caiibracién de aeuerdo a las diiueisnes

correspondientes

: 1 I o,o5 - -ó;oo?a- --i-- -¡,0057 
i

'- i --h-4 - f

Concentración Concefivecn" Ccncen'.tac!Ó"

!ti!et!l Pa¡atlon Me-ti¡ Plr!'tifas ?arulja¡

tyelmLj ipSrmL) ipdmt)

c,4114

Concentración

Diazrnon

ipgrmLi

0,0054

4,0228

U,UJ¿J4 A3 Ó,0162

- ---;.5 U.4 U,UZ ¡O c,0456 c.*234 U,U4J4

6 0_5 1 0.ü570 0,ú2s8 ü.ü542ú,4270

t,"-i-: ü.75 i- ú,é¿04 -'[0á54--'-.i -ó--o44É ' ü,ú813

i o;, - i o,oios 
r

n n(1q

N ¡,A7 A aj424o lle - 
',

i

c,4744 c,1355

iñ i- --in i

i
0,c809

ü,2274 i 0,11ff

i;l Vóiuméñ oá lá-á¡ir!üota que se debe extiaer d€sdé la salución de 0,5 ó i'Ü Hg/mL para

ileva,'la a uR volüm.ti de 1c mL en un mafaz de aforo c+'- et objÉia de obtenel las

ccñcentrac¡ones qu€ se obseí"íafi eñ c€da puntc de la c r'€.

Utilizando las condlciones Ópt¡ma§ para la determlnacién *edia*!e el nnétodo

GC-FPD {11.8.1) y a partir de esta curva de calibración se obtuvo el ¡ímite de

detección {LOD), cuantificación {LOQ} y la sensibilidad analitica; para obÉe*er

estos resultados se utilizan los puntos 1,2, 4, 5 y 6- Mient.as que pára caleuiar

ia linealidad se utilizan los puntos 6, 7, 8, 9, 10 y i 1.
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8.4 Estud¡o de repa¡to de los plaguicidas arganot'osforados uti¡izando la

extraccíón as¡-sflda por microondas.

A part-ir de las disotuciones estándar gara ios cuatro piaguicidas

crganofosforados (¡i.7.1) se preparan dlsoluciones acuosas ciiluidas cte 10 mL

con alícuotas de 0,05 mL para Diazinon y Metil Pirimifcs, y de 0,'t mL para Meti!

Paraticn y Paraticn. En seguida se tomaron 3,5 mL de cada una de estas

soluciones y se lievaron nuevamente a 10 mL pero esta vez en tres tipos

distlntos de solventes; agua, agua/metanol o agualacetonit.rilo, estos das

últimos en proporcién 1:1. En todos los casos se obtuv¡eron ccncentraciones de

0,2695 Ug/mL para Diazinon; 0,2975 ¡lglml para Metil Pirimifcs; 0,542 pg/ml

para Paration y 0,5695 pg/mL para Metil Paration. Utilizando estas solucicnes

se realizó el esiudio de reparto.

Para evaluar e¡ reparto de los plaguicidas desde la fase acuosa a !a fase

orgánica en n-Hexano, ut¡l:zendo e! proced¡m¡ento as¡sticlo por rn¡croondas, se

realizan los siguientes pasos:

. Se midió 2,0 mL de la solueión que mntiene a los s.:atro plaguicidas (ague,

agua/metanoi o agua/acetonitilo) y se depositan en un vaso de microoncias.

, Se agregaron 5,0 mL de n-hexano.

. Se introCucen las muestras a¡ homo de m¡e-condas con una etapa iniciai de

2 min a 250 W y en una segunda etapa Ce 3 c 6 min a 300 c 600 W segú* el

diseño experirnental factorial muitinivel.
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Con este diseño se realizó un análisis estadístico par¿¡ los tres facfores a

disti*tos r¡iveles, es decir, {f - st} lo que significa que se estudian dos factores

a dos niveles y un fuctor a tres niveles; a esto se ie ssman cuatra dupiicados al

azar para poc,e!- est¡nnar el error experimenta!. Con este diseño se pueden

determinar les efectos individuales y las prlncipalss interacciones entre los

factores. En la Tabla 7 se muestran los factcres y niveles a los cuale§ fuercn

realizados los experimentos y en Ia Tabla I se mue§ira la rnatriz del di$eño

erperimental. Para el anáiisis de datos y creaeión de la matríz experimentai se

utilizó et programa estadístico Statgraphics 5.1.

Tabla 7: FaLtorés y niveles del diseñó experimeñtal factoriál mr-¡ltinivel-

F acto!' l

-¡i
ril
I Á rraoait. orsánico i e§üa

+1

Aguaifulétañ61 Aguá/Acetoñitii;o

Bi Poienciá íw) i*^:; r
.1UU i

C: Tiempo (min) i-t -i

Tabla 8: Mairiz dei ciiseño experimental factorial multinivel=

Experimenlos

-l-t -t

-1 -1

-1

-1 +'!

+1

i - .r'-* i
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Una vez realizada la extracción:

' Se extrajo e! carrusel con los vasos que contienen las muestras y se

enfriaron hasta alcanzar una temperatü¡"a cercana a la temperatura ambiente

procuiando con ello eliminar la pérdida de solvente por évapoíación a al'ras

temperaturas.

. Se extrajo e! sobrenadante (fase orgánica de n-hexano) a viales de fcndo

cónicc mediante una pipeta Pasteur. A continuación se llevó a sequedad

mediante la evaporación bajo una corriente de nitrógeno puro (N2¡.

. Finalmente se redisolvió con 1,0 mL de ia solución de ace¡te cie oliva al

0,3% v/v en n-hexano, se añadió una cantided de 0,05 mL de la dilucién de

patrén interno (TFF) de 2,088 pg/ml con lo cual se logra alcenzar la

eoncentracién deseada de 0,1044 pg/ml.

- §e cuantificó mediante las condiciones óptimas para la detei"minación con

GC-FPD (il.8.1).
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8.5 Evaluación de r-espuesfa erarnatúgráfrca eÍrtÍé ics pJag.tc¡das

orgarlofosfüfitios sorrefido§ a reparto y disueltas en ¡r-hexafi§.

Se construyeron dos curvas de calibración {Tabla 9}, una en ñIed¡o Ce n-hexanc

a partir de una soluciÓn con los cuatro plagulcidas organofosfcrados de

concentraciÓn 0,539 ¡rg/ml para Diazinon; 0,595 ¡.rglrnl para Metil Pirimifcs;

1,084 pglml para Paration y 1,139 Ug/mL para Metil Paration (¡1.8.3) y otra e'i

medio acuoso feaiizando ei mismo procedimienio de las diluciones desde e!

estándar en aceiona pero esla vez utilizando agua cot:lo solvente.

Tabla 9: Construcción de la Curva de Calibración omparada de acserdo a las

diluciones conespondientes {solvente n-hexano o agua}.

5 ¡.U I v'vvvv
'l

n- a -f,s --i oseo- - E,rl;og._- i o,0eEs oiulu _ _r -óJa;a -i - a2xa r--o'ltsa I 
-Ü216E 

- -
(") Voiumen cie ia aiicuota que se debe ext!'aer desrie ¡a .ie ü.5 o 1.0 lglml Fará

ei obleio cie sbiener laslievaria a un vciumen cie 10 mL en un mairaz de aforc con

conceñtaácioñ€s que se observan Éii úada punto de ia ¿ülva

Vclumeñ
Concenirac¡Ón Concentración Ccncent¡ación CcncentraciÓn

Punto Sa¡uc¡ón
D¡az¡nan Meti! Pa:'alion MetiJ Pirimifos Pátat¡an

N- ¡.4ad!'e
(pglml) (iie/rni ) {}rgiml) ilrg/ml)

tmL; (*)

a ^n4 ññ4a< nñ?nE ññ.¿le n l\?-?I
I --¿.) \J,U i.i-

2 0.5 A,O?70 0,c57c O 0298 c,a54i'

, s i t.o i ó,óseg i o,r r5§ --_a'*555 ...Ó''!cs4 
i
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Se obtuv¡eron los cromatogramas de la curva en n-hexano d¡rectarnente;

mientras que para la curva en med¡o acuoso se procedió de igual manera a

como se detalló en el punto (11,8.4).

8.6 Contaminación de /os sue/os.

Para contaminar los suelos con los plaguicidas en estudio se realizó el siguiente

procedimiento:

. Se masó por separado 20 g de cada suelo seco y tamizado previamente

(11.6) en un vaso de precipitado de 200 mL.

. Se le agregó 10 mL de la soluc¡ón acuosa para contam¡nar el suelo, Esta

solución se preparó a partir del estándar en acetona {11.7.1), pasando por una

diiución intermedia para llegar finalmente a una concentración de 0.216 ¡.rg/ml

para Diazinon; 0,238 tJg/ml para Metil Pirimifos; 0,434 ¡rg/ml para Paraiion y

0,456 pgimL para Meiil Paration en medio acuoso.

. Se agitaron los recipientes mecánicamente durante 2 h. procurando una

buena homogenización.

. Se colocaron todos los recipíeñtes dentro de fa estufa a 30 oC procurando

un secado lento durante 15 h.

. Se extrajeron los suelos contaminados desde los vasos de precipitado y

una vez secos se homogenizarcn mediante la utilización de un mortero de

porcelana.
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. Se a,macenaron los distintos suelos en frascos plásticos, rotulados

debidamente y en cond¡c¡ones de -20 oC por 20 días antes de ser utilizados

para la extracción.

8.7 Método de extracción y pañición asistido por microondas (MAEP).

Se realizó una primera extracc¡ón utilizando el método MAEP para establecer

cual de los suelos en estudio sería el que posteriormente se utilizaría para

evaluar el efecto de los diferentes factores que afectan la extracción de los

plaguicidas y que también nos serviría para realizar la optimización del método

propuesto.

El método de extracción contempló los siguientes pasos:

. Se tomó 1,0 g de suelo contaminado con los plaguicidas en estudio, cada

suelo fue masado directamente en el vaso de microondas donde se realizó la

extracción (cada suelo se extrajo en duplicado para los efectos del cálculo de

error experimental).

.Se agregó 1,0 mL de solución extractanle (Agua / ACN), se agitó

manualmente procurando una buena homogeneización y se adicionaron 5,0

mL de n-hexano.

o Se introdu.ieron las muestras al horno de microondas con un programa de 2

min iniciales a una potencia de 250 W y 10 min a una potencia de 900 W.



. Se extrajo el carrusel con los vasos que cont¡enen las muestras y se enfriaron

hasta alcanzar una temperatura cercana a la temperatura ambiental

procurando con ello eliminar la pérdida de solvente por evaporación a altas

temperaturas.

. Se extrajo el sobrenadante (fase orgánica de n-hexano) a tubos de fondo

cónico mediante una pipeta Pasteur. A continuación se llevó a sequedad

mediante la evaporación bajo una corriente de nitrógeno puro (Nf .

. Finalmente se redisolvió con 1,0 mL de la solución de aceite de oliva al 0,3Yo

v/v en n-hexano, se añadió una cantidad de 0,05 mL de la dilución de patrón

interno (TFF) de 2,088 ¡.rg/mL con lo cual se logra alcanzar la concenlrac¡ón

deseada de 0,1044 pg/mL.

o Se cuantificó mediante las mndiciones óptimas para la determinación con GC-

FPD (U.8.1).

8.8 Screening o exploración de los factores que afec'tan la extracción de los

plaguicidas ut¡l¡zando el método MAEP.

Se realizó un "Screening" o exploración para evaluar el efecto de cinco factores

sobre la eficiencia de la extracción mediante un diseño experimenta¡ del tipo

factorial fraccionado. Este diseño realiza un análisis estadístico para los cinco

factores a dos niveles, es decir, 2t1 lo que representa a 16 experimentos; a

éstos se suman cuatro duplicados al azar gara gúer estimar el enor
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experimental. Mediante la utilización de este diseño es posible determinar la

importancia o influencia de cada uno de los fac{ores y las interacciones dobles

más significativas sobre la eficiencia de la extracc¡ón utilizando el método

(MAEP). En la Tabla 10 se muestran los factores y niveles a los cuales fueron

realizados los exper¡mentos y en la Tabla I 1 se muestra la matriz del diseño

exper¡mental. Para el análisis de datos y creación de la matriz experimental se

utilizó el programa estadístico Statgraphics 5.1.

Tabla 10: Factores y niveles del diseño experimental factorial fraccionado.

Tabla l1: Matriz del diseño experimental factorial fraccionado.

ExperimentoABCDE

+1 l+1

A: Cantidad de modif. Oryánico (o/oylv)
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Para evaluar el efecto de los factores sobre la exlracción de los plaguicídas'

utilizando el procedimiento asist¡do por microondas (MAEP), se realizaron los

mismos pa§os detallados en el punto (11.8.7), siguiendo además los detalles del

diseño experimental.

8.9 Optimización de los factores que afectan la extracciÓn de las plaguicidas

utilizando el método MAEP.

Para realizar la optimización del método considerando los factores estudiados

en el ,,screening' mencionado anteriormente, §e establec¡ó un valor fiio para

aquellos factore§ definidos como no sign¡ficat¡vos. se frja el volumen de

extractante en 1 mL, la potencia en 500 w y el modilicador orgánico a utilizar en

una primera instancia fue Acetonitrilo (ACN).
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Se realizó un diseño experimental del tipo compuesto central. Este diseño

realiza un anális¡s estadístico para los dos factores a optimizar con dos niveles,

es decir, 22 + 2*2 + 4 centros lo gue represe nta a 12 experimentos; a éstos se

suman cuatro duplicados al az$ para mejorar la estimación del enor

experimenlal. Mediante la utilización de este diseño es posible determinar una

superficie de respuesta y con ello encpntrar e¡ valor óptimo que perm¡ta la mejor

extrae¡ión utilízando el método (MAEP). En la Tabla 12 se muestran los

factores y niveles a los cuales fueron realizados los experimentos y en la Tabla

13 se muestra la matúz del diseño exper¡mentat. Para el análisis de datos y

creación de la matriz experimental se utilizó el programa estadístico

Statgraphics 5.1 .

Tabla 12: Factores y niveles del diseño experimental de compuesto central.

Tabla 't3: Matriz del diseño experimental de compuesto central.

+1

4

B; Cant¡dad de ACN (%v/v)

B': Cantidad de MeOH (o/ov/v)

+1

Niveles

-o -1 0 +1 +o

Exper¡mentos A

1-1

i

BoB'

+1
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Para la optimización del método MAEP, se real¡zaron los mismos pasos

detatlados en el punto (11.8.7), siguiendo además los detalles del díseño

experimental. Esta misma experiencia fue repetida, pero esta vez se utilizó

MeOH como modificador orgán¡co en la solución extra{,tante, de acuerdo con

los porcentajes señalados en la Tabla '13 (Este cambio se observa en la tabla

como B',).

8.10 Evatuacion det efecto det tipo de fortificaciÓn det suelo, fiempa y potencia

de extracción sobre el método MAEP.

Se realizó un estudio del efecto de estos tres factores experimentales sobre la

eficiencia de la extracción utilizando un diseño factorial multinivel. Este diseño

realiza un análisis estadístico para los tres factore§ a distintos niveles, es decir,
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{32' 21) lo que significa que se estudian dos factores a tres niveles y un factor a

dos niveles. Con este diseño se pueden determinar los efectos individuales y

las principales interacciones entre los factores. En la Tabla'14 se muestran los

factores y niveles a los cuales fue¡on realizados los experimentos y en Ia Tabla

15 se muestra la matriz del diseño experimenial. Para el análisis de datos y

creación de la matriz experimental se ulilizó el programa estadístico

Statgraph¡cs 5.1.

Tabla 14: Factores y niveles del diseño exper¡mental fac-torial multinivel.

Factor i Ñiveies

10
L

ioA: T¡empo (min) 5

i 
- -s:'Poteñciáw)'-- -i' -"40ó -'. 

600

- c: uooo óé Óontaminaóión I Íém@{uia arnsieltá

I fiemperatura de secado) i (20 oC)

fl

t5
i

r -- -- ---eOO

.,..--i Temperatura e§tufa

r (30 oC)

Tabla 15: Matriz del diseño experimental factorial multinivel.

Experimentos A B C
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Para evaluar el efecto se s¡guieron los mismos pa§os ya descritos para el

método MAEP, considerando el tiempo y potenc¡a según el diseño

experimental.

8.11 Extracción bajo condiciones opt¡mas ut¡l¡zando el métado MAEP.

Utilizando la metodología descrita en el punto (1t.8.6) para la contaminación o

fortificación de los suelos y el punto (1t.8.7) para la extracción de los plaguicidas

en estud¡o se procede a real¡zar el m¡smo procedimiento para todos los suelos

que se estaban estudiando mediante las condiciones óptimas de extracción:

. Masa de muestra: 1,0 g.

. Volumen de solución extractante: 1,0 mL.

. Composición solución edractante: agua-metanol {50o/o v/v}.

. Tiempo de extracción: 10 min.

. Potencia de extracción: 500 W.
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8.12 Uso de agentes co-extractantes en et método MAEp.

Para esta extracción se probaron dos agentes co-extractantes que fueron

añadidos a la solución de agualmetan ol (sjo/o v/v) utilizada en la extracción; una

de C¡trato de Sodio y otra de Sutfato de Sodio (1t.7.4) (Tabla 16).

. Se aplicó el mismo procedim¡ento de extracción ya descr¡to, con la única

diferencia que esta vez se agrego al suelo 1,0 mL de solución extractante Agua

/ MeOH (5AYo vlv) que contenía la mezcla con Citrato o Sulfato de Sodio, según

la Tabla 16.

Tabla 16: Extrarción de plaguicidas mediante método MAEp y adición de

Citrato o Sulfato de Sodio.

Exper¡mento (") Soiución extráctante (*)
1 C¡trato (180.5 mg/L)

2 citrato (451 ,25 mg/L)

3 Agua/MeOH {50% vtv)

4 Sutfato i1gs.s8 m¡/L)

5 Sutfato (497,2 mg/L)

(*) Todos los experiméntos fueron realizados en duplicado-

(.*) Todas las soluciones contienen Agua/MeoH (50% viv).

. Se introducen las muestras de suelo al horno de microondas con un

programa de 2 min iniclales a una potencia de 250 W y 10 mín finales a una

potencia de 500 W



50

. Los pasos siguiente§ se mant¡enen de la misma manera gue en las

extracc¡ones anteriores.
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III. RESULTADOS Y DISCUSIONES.

1. Separación y determ¡nac¡ón de Diazinon, Metil Paration, Metil Pirimifos,

Paration y Trifenilfosfato (TFF) mediante cromatografía de ga§e§ con

detector fotométrico de llama (GC-FPD).

Para la determinación de los plaguic¡das organofosforados se utilizó el

programa detallado en Ia sección (11.8.1), dando como resultado la separación

de los compuestos basado en los distintos coelicientes de partición, producto

del cuociente entre la concentración de un compuesto en la fase estacionaía y

su concentración en la fase móvil, lo que finalmente se traduce en la diferencia

de velocidad a la cual se desplazan dentro de la columna. Además, por tratarse

de compuestos con características estructurales muy similares fue neesario

utilizar gradientes de temperatura que provocan la mayor separación de ¡os

compuestos haciendo que aquellos compuestos con presiones de vapor

superiores se desplacen más rápidamente y apa.ezcan con un menor üempo de

retención como se observa en la Figura 6.
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F¡gura 6: Cromatograma del conjunto de plaguicidas organofosforados a una

concentración de 0,1 ¡rg/ml para Diazinon y Metil Pirimifos y 0,2 ¡:g/ml para

Paration y Metil Paration. Plaguicidas: 1. Diazinon,2' Metil Paration,3. Metil

Pirimifos,4, Paration y 5. TFF (Patrón intemo a 0,1 t¡g/mL)-

2. Estudio del efecto de Aceite de oliva, como imitador de matriz (f*atfix

mimic) sobre la señal cromatogÉfica de los plaguicidas

organofosforados.

El análisis mediante GC-FPD mostró señales atenuadas e ineproducibles para

Metil Paration y Paration. Este efecto fue menor para Diaz¡non y Metil Pirimifos-

En cromatografía gaseo§a este es un problema común y se debe a

interacciones indeseadas entre los analitos y los sitios activos del §istema de

inyección y/o de la columna cuando no existe r]r|alriz en la solución iñye{:tada.

un mejoramiento significativo de la calidad de las señales se obtiene cuando

componentes de la matriz se encuentran presentes en la muestra y llenan estos

sitios activos, producto de esto Se reducen las ¡nteracciones con los analito§ e
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incrementa su transferen cia a la columna. Este efeclo se ha llamado

"mejoramiento de respuesta cromatográfica inducida por la matri/ según D- R.

Erney y col, ('1993, citado por E. Fuentes y col2OO7) y puede lograrce al añadir

un compuesto que imite a la matriz y proteja al analito de las interacciones no

deseadas- Han sido evaluados una variedad de compuestos ulilizados como

¡mitadores de matriz por varios autores para mejorar la calidad de los análisis

por GC {Anastass¡ades y col,, 2003; Wong y col., 2003; Masiovska y col., 2005;

Sanchez Brunete y col., 2005). Se han informados buenos resultados al utilizar

ácido L-gulonico y-lactona {Anastassiades y col., 2003; Mastovska y col., 2005),

aceite de maíz (Wong y col., 2003) y ace¡te de oliva (Sanchez Brunete y co¡.,

2005), Debido a su solubilidad en hexano y disponibilidad inmediata

seleccionamos al aceite de oliva como el imitador de matriz para mejorar

nuestro análísis cromatográfico. Al añadir diversas cantidades de aceite de

oliva a las soluciones que contienen los plaguicidas disueltos en hexano ill.8.2)'

se obtuvo fespuestas cromaiográfcas mejoradas, observándose sn incremento

notorio en el área de las señales, así como también en su ca¡idad, es dec¡r'

picos más agudos y mejor definidos (Figura 7), El efecto protector de analito del

ace¡te de ol¡va se debería a que sus componentes {ácidos grasos de cadena

larga, especialmente el ácido oleico y linoleico) cubrirían los sitios ya

mencionados.



54

Figura 7: lncremento en área y calidad de los cromatogramás por efecto de

Aceite de Oliva como imitador de matriz. Plaguicidas. 1. Diazinon, 2. Melil

Paration, 3. Metil Pirimifos, 4. Paration y 5. TFF (Patron intemo a 0,1 pglml).

(a) Cromatograma sin imitador de matriz (b) Cromatograma con Aceite de

Oliva como imitador de matriz.

Según este estud¡o, las señales cromatogÉficas de los plaguícidas

organofosforados se v¡eron beneficiadas por el efecto del aceite de oliva

conforme se aumentaba la c¡ncentración de éste en la solución. Ello resultó

particularmente notorio en el caso de Paration y Metil Paration que muestran

incrementos en sus áreas entre 2 y 40 veces, respectivamente (Figura 8). No

obstante lo anterior y pudiendo ser contraproducente para la integridad de la

columna del equipo cromatográf¡co no se aumentó dicha crncentración por

sobre el 0,3o/o vlv ya que para la finalidad requerida el resultado ya era bastanie

adecuado.
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Ef€cto de pfoteoc6n @n Acete de ofua

0,1 0,2
o/o v/v Aceite de Ol¡va

Figura 8: Aumento del área de la señal cromatográf¡ca frente a la

concentración de Aceite de Oliva.

De esta manera, los parámetros de calidad analítica fueron establecidos bajo

esta condición.

3. Determinación de los parámetros de calidad analítica ¡nstrumenta¡es.

Debido a las diferentes respuestas cromatográt¡cas de los plaguicidas es

posible agruparlos de acuerdo a la similitud de su señal de respuesta, como

resultado entonces podemos observar por separado las curvas de calibración

de los plaguicidas organofosforados en el Figura 9. Al evaluar el modelo lineal

al que se ajustaron los datos mediante test F, en todos los casos se obtuvo un

valor de p menor que 0,01; lo que indica que efectivamente hay una @nelación
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lineal entre la respuesta cromatográfica y la concentración de los analitos, con

un 99% de probabilidad.

Figura 9: Curvas de Calibración para los plaguicidas organofosforados.

Los parámetros de calidad analítica instrumentales fueron calculados en función

de las curvas de calibración realizadas de acuerdo al procedimiento y las

concentraciones detalladas en la sección (11.8.3). Los valores del límite de

detección (LOD), límite de cuantificaciÓn (LOa), sensibilidad analítica {S) y

linealidad (L) se calcularon de la siguiente manera:

Límite de detección (LOD) y Límite de cuantificación (LOQ).

3'\¡"'"t [L2l.()l)= ' -t-¡ ! A',-i
lo.r\',,t ['Jtoo- ' -t-- b !\r-1
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Tabla 17: Valores de los Límites de detección y cuantifieación.

R2

0,99875

0,99054

Pendiente

5,836 x 10 /

2,152 x 1O 
/

lntercepto

49840,17

1004e6,52

Sy¡l

22401

79624

N , LOD LOO
I

5 ó,06i I ó,003

5 1op1t-;óte
5 , qooaló;oot
5 : ó,óó5 io,o¡

Metil Pirim¡fos 0,99803 5,O49 x 10 ' 149489,19

Paration 0,99499 4,26Axfi / 145965,55

Sensibilidad Analítica (S) y Linealidad (L).

- Sv/x

b

Tabla 18: Valores de la sensibilidad analítica y linealidad.

Compuesto

Diazinon 0,99875 5,eso x to t qgaqojl 8,41 x 10 !

Metit 0,99054 2,152 x 10 ' 100486,52 I ,iS x ',tO 
o

Metil 0,99803 5,049 x 10 ' 149489,19 9,16 x 10 5

Paration 0.99499 4,260 x 10 ' 145965,55 2,13x 105

".- Se considera aceptable en linealidad un valor de (1 - Sb/b) > (1

I 5539

47780

,='-(?j

: Sensibil¡dad Linealidad

i 0,0004 i 0,9856

0,004 0,9s67

i qooo3-- i o,E61O

o,ool - 
-0,9950

- ó,1&;r. Eñ áite caslj i
cálculando el valor con 1t.= 2,447 para n = 8 (numero de puntos de lá curva) el válor límite es

0,9591.

Donde Sy/x representa la desviación estándar de la regresión, Sb la desviación

estándar de la pendiente, N al número de puntos de la curva de calibración y b

al valor de la pendiente. Del análisis estadístico se desprende que el modelo

lineal, con el cual se calculan los parámetros de calidad analítica

instrumentales, es capaz de explicar un ajuste sobre el 99,8% para Diazinon y

Metil Pirimifos, 99,5o/o para Paration y gg,1o/o para Metil Paralion. El límite de
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cuantificac¡ón instrumental fue de 0,003 pg/mL para Diazinon y Metil Pirimifos,

0,011 pg/ml para Paration y 0,036 ¡ig/mL para Met¡l Parat¡on. Mientras que la

sensibilidad analítica, o mínima diferencia en concentración que se puede

discriminar estuvo comprendida entre 0,0004 y 0,004 pflmL.

4. Estudio de reparto de los plaguic¡das o.ganofcforados ut¡l¡zando la

extracción asistida por microondas.

Este estudio fue llevado a cabo para evaluar la partición de los plaguicidas entre

la solución acuosa (agua con y sin modiñcador orgánico) y n-hexano luego de

someter la muestra a un calentamiento utilizando energía de microondas. Se

utilizó el diseño experimental y el procedimiento detallado en la sección (11.8.4.)

La Tabla 19 muestra las experiencias realizadas y los porcentajes de

recuperación obtenidos para cada uno de los plaguicidas estudiados, mientras

que la Figura l0 muestra las cartas pareto que permiten ver el efecto de los tres

factores experimentale§.

Tabla 19: Experiencias y porcentajes de recuperación para los plaguicidas

organofosforados en el estudio de partición o reparto.

, .*o I 
*oo,o*oor poteñüá' i Tiémao 

I ;;;"" i "áia I 
Metii i paration

I orgánico (w) i (*in) i i Paralion i Pirimifos ¡

| ¡ --Ásu, f gO0" r 3 ,-ag,g-i ss.a 86,a nl,t



59

3 Aguá/ACN 300 3 U,2 2T,g ez,6 55,3

4 Agua 600 3 91,5 66 89,2 82,6

5 Agua/MeOH 600 3 86,8 60,1 91,8 71,8

6 Agua/ACN 600 - gO.S 98,2 85,7 60,1

7 Água 300 6 69,1 61,3 63,3 64,4

8 AgualMeOH ¡OO 6 88.2 80,4 91,7 72,3

9 AgualACN 300 O AO,S 35,1 81,8 86.2

10 Agua 600 6 83,4 124 77 ,5 80,7

11 aguai[aeÓH éoo 6 1oz 114 1oB s|,z
12 Agua/ACN 600 6 104 98,8 105 80,2

Agua/ACN 300 3 94J 31,7 1O4 &,2
nguáfr,teoH 600 3 89,9 eo.s 94,6 e¿,s

11* Agua/MeOH 600 g S4,e A7 89,7 94,4

de las exper¡enc¡as.

La partic¡ón con n-hexano de Diazinon y Met¡¡ P¡r¡mifos no se v¡o aÍectada Wr

factores experimentales y se observaron recuperaciones cercanas al 90% en

casi todos los experimentos. La pc,tencia y el tiempo tuvieron un efecto positivo

sobre la partición de Met¡l Paration, alcanzando recuperaciones cuantitativas a

500 W y 6 min, independiente de la composición de la solución acuosa. La

partición de Paration fue afectada positivamente por la ¡nteracción entre el

t¡empo de extracción y la composición de la solución. Esto significa que para

una recuperación cuantitativa de Paration desde una mezcla de agua con

modificador orgánien, se requieren 6 min como tiempo de irradiación de la

muestra. Como se obtienen cuatro respuestas que corresponden a cada uño de

los compuestos, pudiendo ser bastante diferentes enlre sí, se realizó un análisís
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por componentes principales (PCA) para simplificar y comb¡nar esta§

respuestas en una sola; esta respuesta es capaz de explicar la mayor

variabilidad de los resultados. El efecto de los factores exper¡mentales sobre

esta respuesta se observa en la Figura 10, donde la potencia y la interaccíón

del tiempo con el modificador orgánico son significaiivos confrmando el análisis

anterior.

C.ra. P...to E r.nd.tl..d. p... D*Einon

---

carta P.r.to Estaa¿..iza¿. Caa Hoti¡ Pl¡lñtlú

t+
i.

Carta Pareto Estandarizada para PC I

BC

AA

f+ñ-

-

III
!23
Efecto Estandarizado

Figura 10: Carta Pareto estandarizada de los efectos de los factores

exper¡mentales sobre el reparto de los plaguicidas organofosforados.

c2... P....ó E.t nd..b.¿. ptn llcrtl ?z¡. oa

-*-.

Ef.6*i.r§.ó.

c.rt P.Dro E,¡rDd,.r,ó, p.E t rEatoD

----
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5. Comparación de respuesüa cromatográfica entre los plaguicidas

organofosforados sometidos a reparto y disueltos en n-Hexano,

Para evaluar las diferencias entre las respuestas cromatográficas de los

compuestos disueltos en n-hexano y de los sometidos a MAEP, se realizo una

comparación a través de una prueba de mínimos cuadrados cún c¡nco puntos

(Cardone, 1983; Boque y Rius, I 993). No se observaron diferencias

sistemáticas ya que el punto (1,0) se encontró incluido dentro del ¡ntervalo de

wnfianza de la pendiente e ¡ntercepto para todos los compuestos. La Figura 11

(a-d) muestra los resultados a la prueba de mínimos cuadrados para cada

compuesto. En la Figura 11, la grafica de la izquierda muestra como la variable

Independiente contiene los datos de la respuesta de los anal¡tos disueltos en n-

hexano y la variable dependiente aquellos datos de la respuesta de los analitos

una vez realizada la extracción y partición con microondas {ÍúAEP), ajustados

mediante este análisis estadístico. Mientras que la grafica de la derecha

muestra una elipse constru¡da con los valores obtenidos med¡ante el ajuste para

cada punto sobre la pendiente y la ordenada al origen- Los resultados muestran

que, bajo cond¡c¡ones experimentales adecuadas i500 W y 6 min), la

transferencia de compuestos de la mezcla acuosa a ñ-hexano no es un factor

limitante en el método de extracclón propuesto.
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a) Diazinon

Pendiente: 0J8044 t a,24223 DesviaciÓn estándar: 0,056'! 14

Ordenada: 0,21986 i 0,6541 Desviación estándar: 0,15153

b) Metil Parat¡on

Pendiente: 0, 90448 *, 0,24828 Desviación estándar: 0' 0575 1 5

Ordenada: 0,14286 r 0,51218 Desviación estándar: 0, 1 1 865

'\. 
""'.'..

"'"''-.-..- tj
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c) Metil Pirimifos

Pendiente: 1,0958 t 0,40679 Desviación estándar: A,A94237

Ordenada: -0,20498 t 0,97733 Desviación estándar 0,22841

d) Paration

Pendiente: 0,9177 1 t 0.080901 Desviación estándar: 0,0'l 8741

Ordenada: 0,2856 t 0.33769 Desviación estándar: 0,07823

¡
t
c

&

t
s

¡
b

5

I
I

la prueba de minimos cuadrados sobre laFigura 1 1 {a-d): Resultados de

utilización del método MAEP.

-_!.G t

\.., t't,.

'\\1.\. 

\

'--..--J
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6. Método de extracción y partición asistido por microondas (MAEP).

Esta primera extracción mediante el método MAEP realizada a los cinco suelos

en estudio con las cond¡ciones óptimas descritas en (11.8.7) y realizadas en un

trabajo previo con plaguicidas organoclorados (Fuentes y col., 2006). Las

recuperac¡ones de los plaguicidas se muestran a continuac¡ón en la siguiente

Tabla 20.

f ab/,a 20: Recuperación de los plaguicidas en los distintos suelos en estud¡o.

Suelo D¡azinon Mót¡l Pir¡mifos Paiation tr¡et¡t Paiátion

Pocuro 29 13 39 t 3 75 !1O 95 t25
Quillota; 27 ! I 34 r 1 ai t7 5q x i

Rancagüá 27 11 3913 73t6 82r.15

Temuco 26i2 31 r 1 74 tz aa t ls
vilo.rn 24r.1 32r.2 70r.4 llZx7
*suelo selecc¡onado.

Se puede observar que las mayores recuperaciones fueron obtenidas para

Paration y Metil Paration ¡ndependiente de los suelos utilizados, m¡entras que

Diazinon y Metil Pirimifos fueron recuperados en porcentajes inferiores a un

40o/o p?ra los mismos casos. Ello muestra como la adsorción de esto§

compuestos es mayor que los dos anteriores bajo las mismas condiciones. Sin

embargo, la finalidad de esta extracción inicial es encontrar aquel suelo que nos

entregue las menores recuperac¡ones para poder realizar el estud¡o exp¡oratorio

o 'screen¡ng" de los factores que pueden afectar al método de extracción y la
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posterior optimización del mismo. Bajo esta lógica se puede decir que el suelo

Quillota, el cual entrega las recuperaciones más bajas, es el que se utilizó para

optimizar la metodología y posteriormente utilizarla con mejor éxito en todos los

suelos bajo estudio.

7. Screening o explorac¡ón de los factores que afectan la extracción de los

plaguicidas utilizando el método MAEP-

Utilizando Ia metodología expuesta (ll.B.8) fue posible encontrar los resultados

de la exploración de los faciores que afectan la extracción de los plaguicidas

desde el suelo Qu¡llota. La Tabla 21 muestra las recuperaciones porcentuales

obtenidas.

f abla 21: Recuperaciones porcentuales obten¡das para las experienc¡as

realizadas en el screening,

Experienoa Diaz¡non M. Paration M. P¡r¡m¡fos Paration

Gs,s 92.1 71,4

2 59,A 57 ,6 63,9 55,9

3 49,8 65,8 57 ,1 53,4

4 39,1 0,0 36,8 17,7

5 59,0 s4., 58,S sS,7

6 46,5 50,5 58,3 51,0

l- s r- 5¡t,, "i- - fixo i - 6e,l-_--¡-75,,
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11 44,9 68,6 50,1 57,6

12 45.4 33.8 50,1 47 ,O

13 13,2 o,O 6,3 0,0

14 54,4 101,5 ss,z 73-
1s sz,s t,t.a 62,'t 62-
16 g¿,S O,O 38,1 22.O

46,0 1or ,5 57 ,4 64,4

4a.4 so.- iz,a 4z,a

10" 56,9 49,2 47 ,1 58,0

16', 31,5 0,0 38,0 223
*Experienc¡as dupl¡cadas.

Con el objeto de observar el efecto de los factores sobre cada uno de los

plaguicidas es necesario hacer un análisis de las cartas Pareto estandanzadas

que entregan gráficamente el alcance de los resultados obtenidos. Ahora bien,

como se observó anteriormente para el caso del estudio de reparto, es posible

hacer un análisis previo por componentes principales {PCA), que simplifica y

condensa de mejor manera los resultados obtenidos. El primer componente

principal, obtenido de la normalización de los valores de la recuperación,

representa el 867o de la varianza total de los datos de la recuperación de los

cuatro plaguícidas {21 = 0,49'1*Diazinon + 0,480*Metil paration + 0,516*Metil

pirimifos + 0,512*Paration), y mostró que Diazinón, Met¡l Paration y Metil

Pirimifos presentan recuperaciones sim¡lares bajo un conjunto de condiciones

experimentales, mientras que la recuperación de Metil Paration es diferente, En

la Figura 12 se muestra la Carta Pareto Estand arizada que indica los factores
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signifcativos sobre la respuesta combinada obtenida del primer componente

principal (CP 1).

Ca¡ta Pareto Estandarizada pan CP I

I+
I-

E;VoluÍÉn ext
AB
DE
AC
BD

BC
B:T¡p mrdil

C:liemN
A:Cant

D:Potenda
BE
AD
AE

46
Ebcfo Estafldañzada

10

Figura 12: Carta Pareto Estandarizada de los factores estudiados en el

screening para el Componente Principal l.

La grafica indica que el volumen de la solución e*ractante, el tipo y cantidad de

modificador orgánico en el agua y el tiempo de extracción tuvieron un efecto

negativo s¡gn¡ficativo en la eficiencia de MAEP. Varias interacciones de estos

factores también tuvieron un efecto significativo, por ejemplo, la interacción AB

negativa significa que existe una mayor influencia sobre la extracción cuando se

aumenta la cantidad de modificador en la solución y se utiliza metanol (MeOH)

como extrac{ante, o bien al disminuir la cantidad de modificador pero utilizando

acetonitrilo (ACN). Además, para lograr el mismo efecto en la extracción, se

encontró que la ¡nteracción DE negativa ¡ndica que se debería aumentar la

I



poteric¡a y d¡sminuir el volumen de extractante, o bien ba¡ar la potencia y utilizar

mayor volumen de extractante. Por otra parte, también existeil interaccicn§§

positivas como AC que se maximiza al utiliza¡ una máyor canlidad de

modificador en la soluc¡ón y más tiempo de expo§ición a la eneryía de

microondas, o bien, disminuyendo ambos factores- Finalmenle, la polencia no

es un factor sign¡ficat¡vo, a pesar de que esta incluido en ¡nteraccionss

significalivas con el volumen de extracción de la solucién y el tipo de

modificador. Excluyendo la potencia del modelo utilizado, encontramo§ q$e e¡

valor ajustado de R2 por el número de grados de libertad otorgado fue ü,9065 y

el valor p fue 0,1512 para Ia falta de ajuste, (con un 95% de nivel de Enñanza).

En la regresión poTANOVA para el segundo componente principal {CP 2), nc se

encontraron fac'tores signif cativos.

8. Optimizaeión de los factores que afectan la extracción de los

plaguicidas utilizando el método MAEP.

La optimización del método se realizó mediante la metodología (11.8'9)' A partir

del resultado de la exploración previa y del estudio de partic¡ón, el volumen de

solución extractante y la potencia fueron fr.iados en 1,0 mL y 500 §

respéctivamente.
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a) Optimización utilizando el factor tiempo y ACN como modificador orgánico.

Estos factores fueron tomados en consideración bajo aspectos tales como la

disminución del tiempo de análisis y la menor utilización de solventes orgánicos

por cuanto involucran un mayor costo. De esta manera y haciendo uso de los

parámetros establecidos en la Tabla 22 para los fac{ores A y B se obtuvieron

los siguientes resultados de recuperación.

Tabla 22: Recuperaciones porcentuales obtenidas para la opt¡m¡zación

mediante el tiempo y las cantidades correspondientes de ACN como

modificador orgánico.

Exp T¡empo (m¡n) Cant Mod¡f (% v/v ) D¡az¡non M Paráion M Pirimifos

1 4,0 21 ,5 59,8 67,3 64,8

2 9,0 21,s 50,0 82,6 65,9

3 4,0 53,5 54 I 62,5 61,8

4 9.0 53.5 54.1 49,1 60,1

5 3,0 37,.s 56,8 75,4 62,6

6 1o,O 37.5 51,8 54,0 56,9

7 6,5 ¡5 53,2 61,9 54,2

8 6,5 60 50,9 0,0 57,4

9 6,5 37,5 50,7 65,0 53,1

10 6.5 37 ,5 59.8 68.9 58,0

¡ 6,s 3t.s sg,1 u,o si,g

ti 6,s 3t,s 5s,e 67,3 64,8

Paiáiion

al,¡
68,9

et,¿

55,t

69,0

re,¡

50,6

sa,4

os,s

sa,t

so,l

67,3



En general, las recuperaeiones fueron bajas, con valores promedio

comprendidos entre 60 y 65% para los cuatro compuestos. El análisis por

componentes principales de estas recuperaciones normalizadas enirega un

620/o del total de la variación de los resultados para lá primerá componente

principal (CP 1; Z1 = 0,485*Diazinon + 0,s't0*Metil paration + 0,474-Metil

pirimifos + 0,s3o*Paration) representadas de manera cas¡ equivalente por los

cuatro plaguicidas, mientras que sólo un 20o/o de la variación es expl¡cada por la

segunda componente principal (CP 2: Z2 = -0,450*Diazinon - 0,521"Metil

paration + 0,640*Metil pirimifos + 0,341"Paration) y es representada por los

valores de Metil Pirlmifos principalmente y en menor med¡da, práct¡camente la

mitad del anterior, sobre la var¡ac¡ón de Paration. Esto indica que la variacióa de

los resultados se encuentra repart¡da entre los tres primeros componentes

orincipales por lo que su descripción de Ia optimizacíón de los fac,tores no

cuenta con una alta confiabilidad. No obstante lo anterior, es posible determ¡nar

una superficie de respuesta para los compoñentes principales y est¡mar los

valores óptimos para los factores en estudio La superfic¡e de respuesta de los

valores obtenidos mediante la regresión sobre ambas componentes principales

se muestra en la F¡gura 13.



7l

(,4

0,6 1 -1
Cent Modit

Figura 13: Superficies de respuesta para la optim¡zación del método MAEP

con ACN.

La superficie de respuesta para la primera componente principal (CP l) en la

Figura '13a) muestra que las cpndiciones óptimas para la extracción serían

utilizando un t¡empo de extracción de 4 min y un porcentaje de ACN de un

3lo/o{vlv). En cambio, la superficie de respuesta para el segundo componente

principal (CP 2) en la Figura 13b) muestra un mínimo, por lo tanto es menos

evidente la interpretación para maximización de la extracción. Este modelo de

ajuste es capaz de explicar el 59% de la variabilidad de los resultados sobre CP

1 y un 70o/o sobre CP 2, s¡endo muy poca la representat¡vidad de los resultados

para la componente principal que nos interesa. Por este motivo y debido a los

bajos porcentajes de recuperación que se obtuvieron, se lfevó a cabo una

nueva optímización utilizando esta vez metanol c¡mo modifcador orgánico.

¡6 ^;---'" ' o.z

-/1

--1o,6'
-0,6 -'-

T¡empo cant Modif
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b) Optimización utilizando el factor tiempo y MeOH como modificador orgánico.

Se procedió a realizar una nueva optimización utilizando MeOH como

modificador orgánico y con ello también fue necesario modificar las canlidades

que deben ser utilizadas como se predijo en el estudio exploratorio. Volviendo a

los parámetros establecidos en la Tabla 23 ahora para los factores A y B' es

posible encontrar los siguientes resultados de recuperación.

Tabla 23: Recuperaciones porcentuales obtenidas para la optimización

mediante el tiempo y las cantidades correspondientes de MeOH como

modif¡cador orgánico.

Tiempo (min) Cant MooÚ 196 vlv ) Diazinon t¡ paration M Pirimifoa parai¡on

4,O 2s 50.7 41,4 52.2 52,3

9,0 2g 76,3 44,6 74,2 63,s

4,O 71 49,9 55,i 51,2 &.7

9,0 71 51,4 71 ,1 56,1 57,3

3,0 50 44,8 47 ,1 46/ 51,2

1ó¡ 5¡ 57.s so,o 5s,¿ 63,5

6,s 2a ss,g 4s,4 nj 39,s

6,5 80 50,8 38,3 6] 8A
64,7 ,0 62 62,7

Exp

1

2

3

4

6

7

8

I
10

tt

12

65 50 sa,s 66,9 58,9 62,0

6,5 50 76,3 qq,6 74,2 63,5
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En este caso el análisis por componentes principales da cuenta de un 74Yo del

total de la variación de los resultados para el primer componente principal (CP

1; Z1 = o,538*Diazinon + 0,280.Metil Paration + 0,563*Metil Pirimifos +

0,561*Paration) y se encuentra principalmente representado por la recuperación

de Diazinon, Metil Pirimifos y Paration. El segundo componente principal (CP 2;

Z2 = -0,366"Diazinon + 0,895-Metil Paration - 0,223*Metil Pir¡mifos +

0,127*Paration) da cuenta del 24% de la variación de los resultados y está

principalmente determinada por la recuperación de Metil Paration. La superfcie

de respuesta de los valores obtenidos mediante la regresión sobre ambas

componentes principales se muestra en la Figura 14

{: o, 
-,u- cant Mod¡fT¡empo

Figura 14: Superficies de respuesta para la optimización del método MAEP

con MeOH.

La superficie de respuesta para la primera componente principal (CP 1) en la

Figura 14a) muestra que las condiciones óptimas para la extraccíón serían

o.o
(\t
o-o

{.6 ^;----."' oz
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utilizando un tiempo de exiracc¡ón de 10 m¡n y un porcentaje de MeOH de un

45%(vlv). En cambio, la superficie de respuesta para el segundo componente

principal (CP 2) en la Figura 14b) muestra una respuesta óptima de extracción

con igual tiempo de extracción y un porcentaje de MeOH sobre el 50%(v/v).

Este modelo de ajuste es capaz de explicar el 77Yo de la variabilidad de los

resultados sobre CP 1 y sólo un 487o sobre CP 2. Debido a esto, las

predicciones de las condiciones óptimas son más confiables al tomar los

resultados obtenidos en la superf¡c¡e de respuesta de CP 1. Finalmente, las

condiciones óptimas que se utilizarán para la extracción mediante el método

MAEP fueron 10 min a 500 W usando 1,0 mL de la solución extractante por

gramo de suelo con una concentración de 50% (vlv) de MeOH.

Sin embargo, aún bajo estas condic¡ones óptimas. las recuperaciones obteñ¡das

fueron: 65,87o para Diaz¡non, 7 8,5o/o para Metil Paration, 67,60lo para Meül

Pirimifos ! 65,80/o para Paration. Debido a esto, y con el objetivo de aumentar e¡

porcentaje de extracción, se recunió a otra estrateg¡a que fue más allá de los

factores estudiados anteriormente.
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9. Evaluación del efecto del tipo de fortificación del suelo, tiempo y

potencia de extracción sobre el método MAEP.

En la búsqueda de un nuevo factor que perm¡ta mejorar la extracción del

método propuesto, se propuso la evaluación del tipo de fortificación del sueio,

esto se refiere principalmente al t¡po de secado que se utiliza en la ult¡rna etepa

de la fortificación de los suelos en estudio (11.8.6), ya gue pudiese ocunir una

pérdida de los plaguicidas por volatilización debido a la temperatura y el tiempo

al que éstos son expuestos. Además se hizo una reevaluación de los factores

t¡empo y potencia mediante la metodología detallada eñ (11.8.10).

En este caso el análisis por componentes principales es capaz de dar cuenta de

un 86,5% de la variación total de los resultados con el primer componsnte

principal (CP 1; Z1 = o,S13*Diazinon + 0,456*Metil paration + 0,522'Metil

pirimifos + 0.506481"Paration), el que está representado en forma equivalente

por las recuperac¡ones de los cuatro plaguicidas. En cambio la segunda

componente principal {CP 2: Z2 = 0,360*Diazinon - 0,861*Metil paration +

0,357-Metil pirimifos + 0,0431*Paration) sólo da cuenta de un 9% de la

variación. La superficie de respuesta de los valores obtenidos mediante la

regresión sobre la primera componenté principal (CP i) para ambos tipos de

fortificación se muestra en la Figura 15 a) y b).
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Figura 15: Superficie de respuesta para la evaluac¡ón del máodo MAEP

frente al modo de contaminación y reevaluación de los faclores tempo y

potencia. a) muestra la superficie de respuesta para una fortificac¡ón

med¡ante secado a temperatura ambiente y b) muestra la superficie de

respuesta para una fortificación mediante secado a la estufa a 30 oC por 15

h.

Según los resultados obtenidos es ¡mportante destacar que el tipo de secado en

el proceso de contaminación de los suelos tiene uña influenc¡a sobre la

respuesta a la extracc¡ón utilizando el método MAEP, en la Figura 15 se puede

ver que el valor máximo de la puntuación es mayor cuando el modo de

contam¡nac¡ón es con un secado a la estufa a 30 oC durante 15 h

(contaminación = 1,0) mientras que éste disminuye cuando el modo de

contaminación se realiza mediante un secado a temperatura ambiente de 20"C

(contaminacíón = -',l,0). Por otra parte, la reevaluación de los factores tiempo y

potencia conoboran los análisis anteriores entregando un valor óptimo de 500

Conb*rinac¡ón=t ,0

0s ^.----.*--". aZ ¿.á
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W de potencia y '10 min de tiempo de exposición a la energía microondas.

Finalmente cabe mencionar que el modelo utilizado explica un 72,4o/a de la

variabilidad en los resultados mediante la CP 1 . Nuevamente las

recuperaciones de los plaguicidas en estudio no superaron el 650/o desde el

suelo Quillota,

10. Extracción bajo condic¡ones óptimas utilizando el mátodo MAEP.

Mediante Ia utilización de la metodología (11.8.11) se realizó una extracción bajo

las condiciones óptimas establecidas para cuantificar la e*traeión de los

plaguicidas en estudio desde los distintos suelos propuestos (Tabla 24).

Tabla 24: Porcentajes de recuperación y desviación estándar de los cuatro

compuestos desde los suelos fortificados y obtenidos bajo ¡as condiciones

óptimas del método MAEP-GC-FPD.

TEM VLC QTA RGA PCR

Diaz¡non 49 r 5 62 r. 11 57 t.6 47 +.6 50 + 3

Metit Paration 8'f a I 82 t 10 55 r I 54 !16 45 r I
Metii P¡r¡m¡fos 49n5 65i10 68r4 57 14 57 +4

Parat¡on 72r5 &4r6 66f5 62r3 6213

Sin embargo, a pesar de encontrarse en condiciones óptimas, la recuperación

de los compuestos desde los suelo fueron inferiores o ¡gua¡es al 72o/o, a
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excepc¡ón de Metil Paration en los suelos Temuco y Mlcún. Estas bajas

recuperaciones se deben probablemente a una fuerte adsorción de los

compuestos organofosforados sobre el suelo, por parte de componentes que

dificultan la extracción. De hecho, los parámetros de adsorción obtenidos a

partir del modelo empírico de Freundlich (Essingion, 20A4), Kt y 1/n, de estos

compuestos en el suelo de Quillota varió de 56 a 110 mUg y de 0,38 a 0,58,

respectivamente. Estos valores reflejan una alta capacidad de adsorción por

parte de sitios heterogéneos en ia materia orgánica y m¡neraies en las arcillas.

La adsorción de los pesticidas organofosforados en los minerales de arcilla ya

se ha descrito (Barén, 1978; Mingelgrin, 1985; Sánchez, 1991) como

responsable de la baja movilidad de algunos de estos compuestos en los

SUEIOS.

11, Uso de agentes co-extractantes en el método MAEP.

Debido a las bajas recuperac¡ones alcanzadas para iodos los plaguicidas en

estudio se propuso rcalizat un ensayo con dos agentes co-extradantes que

pudiesen ser capaces de desplazar mediante una mayor afinidad por los sit¡os

activos en la materia orgánica y los minerales de arcilla a los plaguic¡das que se

encuentran adsorbidos en estas superficies, provocando su desligamiento y

posterior recuperación mediante la metodología optim¡zada. El proced¡miento se

encuentra detallado en el punto (11.8.12).
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Tabla 25: Extracción mediante la utilización del método MAEP y agentes co-

extractantes (Sulfato de Sodio y Citrato de Sodio) desde el suelo Quillota'

kx-peiienáá rDiazinón l lrtt. earái¡o¡ I Ú. F¡ltnifos r-paái¡ón

. 1 52.6 40,8 58,6 54,8

2 , S¿,4 54,6 69.'0 " 
6r,8

i - citráio isoomslti -
1 55,2 56,6 62.9 "62,

i t-'.i4qá --¿e;5 I s¡5- 5Ó,2

.- - - §i.rraió17óomé7r-i--

I - 1 l-aa,e-i 
-48,6 I 

-i,5 -54,6

- i 7zt,z j- s5,t r s¡,s

uttáto lsoomg/l-¡

:--*7 -rit6,o : 61,1 : ai,i :--Gr,§-:
:lt*- , --i T¡'t- ¡--^4zl -i-- 4es---i 53,§ :

ri

Como se puede observar en la Tabla 25 ninguno de los agentes utilizados para

generar un fenómeno de intercambio en el suelo fueron capace§ de aumentar la

eficiencia de la extracción. Debido a esto, se mantiene la convicción de que la

adsorción de los plaguicidas organofosforados a los sitio¡ activos del suelo que

pueden inte.actuar con moléculas orgánicas de estas caraeterísticas es

demasiado fuerte como para ser desorbidos tan fácilmente.
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IV. CONCLUSIONES

{ Utilizando un cromaiógrafo de gases con deteclor fotométrico de llama

(GC-FPD) fue posible llevar a cabo la separación analít¡ca de los plaguicidas

organofosforados en estud¡o, además se logró m4orar la calidad de la

respuesta cromatográfica en cuanto a la antensidad y calidad de la señal por

medio de Aceite de Oliva como imitador de matriz.

r' Fue posible desarrollar un método de extracción de los cuatro

plaguicidas organofosforados basado en una extracción sólidoJiquido y

posterior reparto en n-hexano con la asistencia de microondas.

¿ El método de extracción desarrollado perm¡te llevar a cabo una limpieza

in situ del extracto gracias a la partición entre solvente acuoso y el n-hexano.

Esto favorece el costo y tiempo del análisis producto de que no es necesario

filtrar o limpiar la muestra mediante un proceso de "clean-up' antes de le

determinación cromatográfica.

r' La utilización de herramientas estadísticas y quimiométricas (Diseño

experimental y análisis por componentes princ¡pales) simplificó el estudio y

optimización del método propuesto.
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,/ Los estudios de recuperación realizados con suelos que cont¡enen los

plaguicidas efectivamente adsorbidos, produc,to del tipo de fortifcación

empleado, permite la evaluación crítica de la eficsencia del método de

extracción propuesto.

r' Las recuperaciones de los cuatro compuestos desde diferentes suelos

bajo las condiciones óptimas pueden ser iguales o menores gue el 65%, lo que

se explica en base a la gran capacidad e intensidad de adsorción de los analitos

estudiados sobre los suelos.

{ El uso de agentes co-extractantes (Sulfato y Citrato de sodio) para

incremenüar la eficiencia de extracción del método, no fue efectiva a lás

concentraciones empleadas. Queda propuesto aplicar oiros compuestos, como

fosfato, para este mismo propósito.
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FE DE ERRATA

Página 29, prímer párrafo:

Debe decir: Las condiciones utilizadas del detector fueron: flujo de aire de 100

ml/min, hidrógeno de 75 ml/mín, niirógeno como gas auxiliar de 20 ml/min y

helio como gas portador de 0,65 mllmin.

Página 52y 54:

Debe decir: Rótulo de los ejes.

Página 82:

Debe decir: Según corresponda por orden alfabético.

Mastovská, Kaierina; Lehotay, Steven and Anastassiades, Michelangelo.

Combination of analyte protectants to overcome matrix effects in routine GC
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