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RESUMEN

En el presente trabajo se desarrollé6 un método analitico de extraccién que permite la
determinacién simultanea de atrazina (2-cloro-4-etilamino-6-isopropilamino-1,3,5-
triazina) y sus metabolitos, en suelos chilenos con naturaleza fisicoquimica diferente,
utilizando ultrasonido. Se logré el desarrollo de un método exacto y preciso y aplicable a
una gran variedad de muestras.

En primer lugar se definieron las mejores condiciones para su determinacion analitica de
atrazina y sus principales productos de degradacion, deetilatrazina (2-amino-4-cloro-6-
isopropilamino-1,3,5-triazina), deisopropilatrazina (2-amino-4-cloro-6-etilamino-1,3,5-
triazina),  hidroxiatrazina  (2-hidroxi-4-etilamino-6-isopropilamino-1,3,5-triazina),
mediante cromatografia liquida en fase inversa con detector de arreglo de diodos
(HPLC-DAD). Se desarroll6 un método de separacion en gradiente empleando columna
de longitud pequefia y gran eficiencia (Zorbax SB-C8 °A, 4,6 x 150 mm, tamafio de
particula 5 mm) que permitié separar las sefiales provenientes de las sustancias co-
extraidas desde el suelo de las sefiales de los analitos de interés, obteniéndose
parametros de calidad analitica apropiados para la determinacién de los cuatro
compuestos a bajas concentraciones.

Parte fundamental para la interpretacion de los resultados fue el estudio de adsorcién de
los compuestos, en cuatro suclos con diferentes caracteristicas fisicoquimicas el cual
entregé antecedentes muy importantes del comportamiento de adsorcion, reflejados en

los resultados obtenidos en las isotermas, en los cuales se vio reflejada la influencia del



pKa de los compuestos y las diferentes propiedades del suelo como por ejemplo el
contenido de materia organica.

El estudio del método de extraccion contempld el uso de diferentes disefios
experimentales para la definicién de los factores que afectan su eficiencia, esto permitio
la obtencién de resultados 6ptimos de recuperacion. Ello se logré considerando en el
estudio algunos factores relacionados con el comportamiento de los contaminantes en
suclos de diferente naturaleza, como también a través del uso de sistemas de
contaminacién que reproducen las condiciones de equilibrio semejando condiciones
naturales de adsorcién. Los resultados obtenidos mostraron que los factores
significativos en la extraccion son: la potencia y la temperatura del bafio de ultrasonido y

el volumen de solvente utilizado para la extraccion.

Se busc6 ademas, la aplicacion del método desarrollado en la determinacién de estos
compuestos al nivel de residuos empleando nuevos sorbentes, para utilizarlos como
medio de preconcentracion de los extractos. El estudio de preconcentracion en columnas
de extraccion en fase solida, presentd grandes ventajas obteniéndose porcentajes

adecuados de recuperacion en la preconcentracién y recuperacion simultanea tanto de

atrazina y sus metabolitos.



ABSTRACT

This work involves the development of a method of extraction of atrazine (2-chloro-4-
ethylamino-6-isopropylamino-1,3,5-triazine) and its metabolites, in chilean soils of
different physicochemical properties, using ultrasound. The development of a method
exact and precise and applicable to a great variety of samples was obtained.

The best conditions for their analytical determination of atrazine and its main products
of degradation, deethylatrazine (2-amino-4-chloro-6-isopropylamino-1,3,5-triazine),
deisopropylatrazine (2-amino-4-chloro-6-ethylamino-1,3,5-triazine), hidroxyatrazine (2-
hydroxy-4-ethylamino-6-isopropylamino-1,3,5-triazine) were defined, by means of
liquid chromatography in reverse phase (HPLC) with diode-array detection (DAD)

A gradient separation method was also developed using small and efficiency column
(zorbax SB-C8 °A, 4.6 x 150 mm, particle size 5 mm) that allowed separates the signals
of the substances co-extracted from the soil from the signals of the interest substances,
obtaining appropriate parameters of analytical quality for the determination of the four

composed to low concentrations.

Important for the interpretation of the results was the compounds adsorption study, in
four grounds with different physicochemical characteristics, which gave very important
antecedents of the adsorption behavior, showed in the results obtained in the isotherms,
in which was reflected the compounds pKa influence and the different soils properties

like for example the organic matter content.



The extraction method study contemplated the use of different experimental designs for
the definition from the factors that affect their efficiency, this allowed the obtaining of
optimal results of recovery. It was obtained considering in the study some factors related
to the behavior of the compound in soil of different nature, as also through use of
contamination systems that reproduce the conditions of balance resembling natural
conditions of adsorption. The obtained results showed that the significant factors in the
extraction are: the power and the temperature of the ultrasound bath and the volume of
dissolvent used for the extraction. Furthermore it was looked, the application of the
method developed in the determination of these compounds at the level of remainders
using new sorbent, to be used like preconcentration means. The study of
preconcentration using solid-phase extraction, it presented great advantages great
obtaining adequate percentage of recovery in the preconcentration and simultaneous

recovery of atrazina and its metabolites.



I. INTRODUCCION

El aumento significativo que ha experimentado la actividad agricola y forestal en las
ultimas décadas en Chile, principalmente en cultivos destinados a la exportacion, ha
llevado a un aumento en el uso de plaguicidas para el control de malezas, plagas y
enfermedades, en vastas zonas del pais, lo que permite un mejor aprovechamiento de los

nutrientes y disponibilidad de agua de los cultivos.

La presencia de los plaguicidas en los suelos agricolas se produce por diversas vias.
Algunas veces se debe a los tratamientos que se efectian directamente en las partes
aéreas de las plantas para combatir sus plagas. En estos tratamientos aproximadamente
el 50 % del producto se deposita en el suelo, ya que es practicamente imposible aplicarlo
exclusivamente al cultivo; o bien, por arrastre del incorporado a la planta por accién de
la lluvia o el viento. Otras veces la aplicacion se hace directamente en el suelo y el
producto aparece en cantidades mayores. También se debe considerar el arrastre de
restos suspendidos en la atmdsfera por el viento o la lluvia. El plaguicida, que asi queda
depositado en el suelo, entra en un ecosistema dindmico e inmediatamente empieza su
movimiento hacia otros sistemas como aguas superficiales, aguas subterrdneas y la
atmosfera, formando un ciclo con un potencial para producir efectos nocivos en los seres

vivos, constituyéndose en un tema que cobra gran importancia por estos dias desde el

punto de vista ambiental.



El problema de la contaminacién de aguas subterraneas por plaguicidas, ha recibido en
los ultimos afios gran atencién en el mundo, debido a la deteccién de numerosos
compuestos en extensas areas de cultivo agricola. Existen estudios que muestran
evidencia de transporte de herbicidas obtenida a través de ensayos en campo,
apareciendo entre los principales la atrazina y dos de sus principales productos de
degradacién, como contaminantes hidricos. (Flury, 1996). Pero también existe la
posibilidad que estos compuestos se incorporen al suelo interactuando con éste de
diversas formas. La presencia de atrazina como contaminante en el ambiente ha sido

reconocida en extensas dreas agricolas a nivel mundial por muchos afios.

Atrazina (2-cloro-4-etilamino-6-isopropilamino-1,3,5-triazina) es una clase de herbicida
ampliamente utilizado en la agricultura, su mecanismo bioquimico de accién es la
interrupcién de cadenas enziméticas en el transporte de electrones, lo que constituye un

proceso fundamental en la generacion de energia y fotosintesis. (Roberts, T., 1994)

La aftrazina y sus productos de degradacién deetilatrazina (2-amino-4-cloro-6-
isopropilamino-1,3,5-triazina), deisopropilatrazina (2-amino-4-cloro-6-etilamino-1,3,5-
atrazina), hidroxiatrazina (2-hidroxi-4-etilamino-6-isopropil-1,3,5-triazina) han sido
escasamente estudiados en suelos considerando éstos en su conjunto y, especialmente,
incluyendo aquéllos que se unen mas fuertemente a los coloides orgéanicos e inorgénicos,

como es el caso de la hidroxiatrazina (Hrdlicka y Dolinova, 2001).

Por otra parte, los métodos de extraccién han sido estudiados mediante el uso de suelos

con bajos contenidos de materia orgénica y por lo tanto, en ausencia de los mecanismos



que permiten la retencién intensiva de los compuestos en suelos de gran reactividad
(Xiong y col. 1999); cabe sefialar que numerosos suelos chilenos alcanzan contenidos
de materia orgdnica superiores a un 15 %, constituyéndose en suelos muy reactivos

frente a la adsorcién de plaguicidas.

La determinacién simultdnea de herbicidas y de sus metabolitos en suelos en los Gltimos
afios ha despertado un interés creciente, debido al reconocimiento del potencial
contaminante que presentan especialmente éstos ultimos, pues en la mayoria de las
ocasiones se encuentran como compuestos més polares que el producto inicial y por lo
tanto mds toxicos (como es el caso de los derivados dealquilados de atrazina) y con
mayores posibilidades ya sea de movilizacion o retencién y, en general, las dificultades

analiticas se producen debido a los bajos limites de deteccién que se deben lograr.

Tradicionalmente, los métodos analiticos para el anélisis de multiresiduos en matrices
ambientales se han basado en el empleo de cromatografia de gases asociada a detectores
especificos como NPD, el que presenta una gran selectividad y sensibilidad frente a las
triazinas debido a la presencia de dtomos de nitrégeno en sus moléculas, o detectores
altamente sensibles como ECD, por la presencia de 4tomos de cloro. La cromatografia
liquida de alta resolucion (HPLC) en tanto, ha sido bastante empleada en la
determinacion de plaguicidas en extractos acuosos de suelos, principalmente en estudios
destinados a establecer el comportamiento fisicoquimico de los compuestos o en

estudios de degradacion, donde no se requiere una gran sensibilidad, o bajos limites de

deteccion. En los dltimos afios, se han desarrollando métodos multiresiduos basados en

la aplicacion de cromatografia liquida, especialmente debido a que muchos plaguicidas y



su metabolitos son dificiles de determinar por cromatografia de gases siendo necesario

formar derivados, o bien, simplemente porque son termolabiles.

Los métodos multiresiduos basados en cromatografia liquida han sido abordados en
general para aguas. En la actualidad se plantean métodos como el desarrollado por
Jeannot y col. (2000) en donde se comparan los resultados obtenidos para 48
compuestos con HPLC-MS, HPLC-MS-MS y HPLC-DAD, empleando como medios de
extraccion y preconcentracion, la extraccion liquido-liquido con diclorometano y la
extraccion en fase sdlida. Ello ha sido posible debido al desarrollo de nuevos sorbentes
cuya ventaja radica en sus caracteristicas de retencién hidrofilica y lipofilica, generando
la posibilidad de lograr simultineamente la extraccion de analitos con diferentes

polaridades y caracteristicas acido-base.

Ademas, el uso del detector de arreglo de diodos (DAD) presenta la gran ventaja de
permitir registrar la sefial de la absorbancia en los dominios del tiempo y longitud de
onda, obteniéndose el cromatograma y el espectro respectivo; de esta forma se puede
identificar y cuantificar los distintos compuestos en estudio. Con la utilizacién de un
software especifico se pueden contrastar los espectros obtenidos con los de estandares
puros; estos ultimos almacenados en una biblioteca y, de esta forma, se puede
identificar el analito, determinar la pureza de los picos cromatograficos o verificar si

existen compuestos co-eluyentes.

La extraccion con disolventes, usando técnicas de ultrasonido ha sido descrita,

proporcionando eficiencias de extraccion satisfactorias combinadas con la simplicidad



de uso y bajo consumo de disolventes, en comparaciéon con otras técnicas como la
extraccion con fluido supercritico, que requiere de equipamiento mds sofisticado y para
lo cual se han descrito recuperaciones variables o poco eficientes, especialmente cuando
los compuestos son adsorbidos en suelos con mayor contenido de materia orgénica,

como en el caso de atrazina y sus metabolitos (Steinheimer y col. 1994)

En la actualidad los estudios de extraccién de pesticidas con disolventes buscan lograr
una gran efectividad en la separacion de éstos desde su matriz, tiempos cortos de
extraccion y el uso de volimenes minimos, ademas de la facilidad de aplicacion del

método de extraccion.

En el presente trabajo se busca desarrollar en primera instancia un método analitico que
permita la determinacién simultdnea de los cuatro compuestos anteriormente sefialados,
en muestras de suelo variadas en su naturaleza fisicoquimica. Este se basara en el uso de
ultrasonido y en el empleo de la técnica HPLC-DAD para su determinacion teniendo
como objetivo principal el logro de un método exacto y preciso y aplicable a una gran
variedad de muestras. Se buscard ademas avanzar en su aplicacion en la determinacion
de estos compuestos al nivel de residuos empleando los nuevos sorbentes descritos para
la extraccidn en aguas, en este caso utilizandolos como medio de preconcentracién de

los extractos en funcién de las condiciones 6ptimas que se definan para la extraccion.



Tabla 1.1 Caracteristicas fisicoquimicas de atrazina y sus metabolitos

Compuesto pKa Log K., Solubilidad Abreviacion
H,O0 (mg/mL)
atrazina 1,7 2,50 33 AT
deetilatrazina 1.4 1,52 3200 DEA
deisopropilatrazina 1,5 1,13 670 DIA
hidroxiatrazina 5,2 1,40 5,9 HIA
]
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Figura 1.1 Atrazina y sus principales compuestos de degradacién




II. OBJETIVOS

2.1 Objetivos generales

Desarrollo de un método que permita la determinacion de atrazina (AT) y sus productos
de degradacion, deetilatrazina (DEA), deisopropilatrazina (DIA) e hidroxiatrazina
(HIA), en suelos caracteristicos de nuestro pais, de naturaleza y composicién variada,
basado en extraccion con disolventes empleando ultrasonido y HPLC con deteccién por

arreglo de diodos.

2.2 Objetivos especificos

» Estudiar el comportamiento cromatogréfico de atrazina y sus metabolitos en mezcla
mediante HPLC-DAD.

* Determinar los parametros de calidad analitica del método desarrollado para la
determinacién simultanea de los cuatro compuestos.

¢ Establecer el comportamiento de adsorcién de atrazina y sus metabolitos en forma
individual y en mezcla frente a suelos con propiedades fisico-quimicas diferentes
previamente caracterizados.

e [Estudiar y optimizar las condiciones de extraccion con disolventes asistida con

ultrasonido mediante el uso de métodos multivariados.



Modelar el efecto de factores propios del suelo, tiempo de residencia de los
contaminantes y propiedades fisico-quimicas de estos ultimos en la eficiencia de la
extraccion.

Realizar el estudio preliminar de un método de pre-concentracion de los extractos

con cantidades residuales de los productos mediante retencion en fase solida.



III. MATERIALES Y METODOS

3.1 Materiales

e Material de vidrio de uso general y volumétrico clase A.

* Micropipeta de desplazamiento de aire 20-50 pL Brand.

e Tubos de centrifuga cénicos de plastico con tapa de 50 mL, Sterilin.

¢ Filtros de membrana GV de tamafio de poro de 0,22 pum y 25 mm de didmetro
Millipore.

¢ Filtros de membrana HV de tamafio de poro de 0,45 pm y 47 mm de didmetro
Millipore.

e Sistema de filtracion de propileno Swinnex.

e Jeringas plasticas.

e Viales de vidrio para HPLC.

e Columnas de extraccién Oasis MCX de 6 cm® de 150 mg de sorbente.

3.2 Equipo menor

e Balanza analitica 4000 C Precisa (+ 0,00001 g).

e Balanza analitica 40SM-200AS Precisa (+ 0,001 g).

e Equipo purificador de agua NANOpure Ultrapure Water System Barnstead.

e Centrifuga Function Line HERAEUS Instruments 4000 rpm.
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* pH-metro equipado con un clectrodo KCI-AgCl vy microprocesador pH/ION Meter
MX 3000/pH WTW.

* Calefactor y agitador Heidolph GmbH.

¢ Evaporador rotatorio Heidolph VV 2011

e Agitador Heidolph Reax2.

e Agitador Heidolph DGS 304.

e Estufas de secado WTE Binder.

o Sistema de filtracién al vacio SM 16309, Sartorius.

3.3 Equipo mayor

e Cromatografo liquido de alta resoluciéon (HPLC) Waters con Bomba Binaria 600.

e Detector de arreglos de diodos (DAD) Waters 996.

e Muestreador automatico Waters 717 Plus.

o Software para control instrumental, adquisicion y procesamiento de datos Millenium
2010.

e Columna en fase inversa: Zorbax SB-Cg, 80 °A, 4,6 x 150 mm, tamafio de particula
5 mm, con precolumna Zorbax XDB C;34 x 4 mm.

e Bafio de ultrasonido Transsonic Digital, Elma con control de temperatura y potencia.
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3.4 Reactivos

® Agua calidad nanogrado.

e Acetonitrilo grado HPLC, J.T.Baker.

¢ Acido clorhidrico 37 % PA, Merck.

¢ Cloruro de potasio 99 % de pureza, Fluka.

» Fosfato monodacido de sodio 99 % de pureza, Merck.
e Fosfato didcido de potasio 99 % de pureza, Merck.

* Helio Extrapuro 99.95 % de pureza, O, < 4 mg/L, H,0 < 2 mg/L, AGA.
e Atrazina 99,0 % de pureza, Riedel-de Haen.

o Hidroxiatrazina 99,0 % pureza, Chem Service.

e Deecthylatrazina 99,0 % pureza, Chem Service.

e Deisopropilatrazina 99,0 % pureza, Chem Service.

3.5 Disoluciones

3.5.1 Disoluciones estandar de atrazina, deetilatrazina y deisopropilatrazina

Se prepararon disoluciones de los tres compuestos por separado, para lo cual se pesaron
5,55; 5,20 y 5,09 mg, respectivamente, de los estandares en una navecilla de vidrio, se
pusieron en un matraz de aforo de 25 mL y se completd el volumen con acetonitrilo. A

partir de estas disoluciones se obtuvo los patrones de calibracién y las disoluciones para

los estudios realizados en este trabajo.
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3.5.2 Disolucién de hidroxiatrazina

Se prepar6 una disolucién de hidroxiatrazina, para lo cual, se pesé 5,15 mg del estandar
en una navecilla de vidrio, se llevo hasta 25 mL con acetonitrilo en un matraz de aforo,
antes de aforar se le agregé 250 uL de 4cido clorhidrico concentrado. A partir de esta
disolucién se obtuvo los patrones de calibracion y las disoluciones para las experiencias

realizadas en este trabajo.

3.5.3 Disolucién buffer fosfato, pH 8,2
Disoluciéon KH,PO,4 0,066 mol/L
Se pes6 0,90 gramos de KH,POy4, se coloco en un matraz de aforo de 100 mL y se

complet6 el volumen con agua nanopura.

Disolucién Na;HPO4 0,066 mol/L

Se pes6 9,37 gramos de Na;HPOj, se coloco en un matraz de aforo de 1000 mL y se

completo el volumen con agua nanopura,

Preparacién buffer fosfato, pH 8,2

A un matraz de aforo de 1000 mL se agregé 37 mL de disolucion KH,PO4 0,066 mol/L
y se aforé hasta la marca con disolucion de NayHPO4 0,066 mol/L. De ésta disolucion se
midié 200 mL, se llevé a un matraz de 1 litro y se completé el volumen con agua

nanopura. Finalmente la disolucion se filtré en membrana de tamafio de poro de 0,22

pm.
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3.6 Metodologias
3.6.1.1 Tratamiento de suelos
Las muestras de suelo Mapocho, Galvarino, Cunco y Quillota fueron secadas al aire y

tamizadas a 2 mm y guardadas en frascos plésticos a temperatura ambiente.

3.6.1.2 Determinacion de humedad del suelo

Se determind la humedad de los suelos con el fin de corregir los resultados. Se pes6 2
gramos de cada suelo con una precisién de 0,0001 g, se secaron en estufa a 105°C y
durante dos horas, luego se llevaron a desecador para enfriar durante una hora,
inmediatamente después se pesaron nuevamente, la operacién se repitié hasta peso

constante. Las muestras se realizaron en triplicado.

3.6.2 Estudio del método cromatogrifico de atrazina y sus metabolitos

Para este estudio se prepard disoluciones de los cuatro compuestos por separado y una
solucién con los cuatro compuestos en conjunto en una concentracion de 0,8 pg/mlL. Se
us6 acetonitrilo como disolvente. Los datos se registraron a 214,0 nm para DIA, DEA y

HIA y a 222,0 nm para AT.

3.6.2.1 Condiciones cromatogréficas

Se estudié el efecto del flujo de la fase mévil y de su composicion en la elusion de los

compuestos en estudio manteniendo constantes las siguientes condiciones

cromatograficas:
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¢ Flujo de Helio 20 mL/min.
¢ Temperatura de Columna 35°C
e Volumen de inyeccion 20 pL.

¢ Longitud de onda de barrido del detector 200-350 nm

Estudio del flujo de la fase mévil
Se inyect6 20 pL de cada disolucién de los compuestos por separado. La composicion
de la fase mévil se fij6 en 50:50 acetonitrilo:buffer fosfato pH 8,2 y se varié el flujo

entre 1,25 y 2,0 mL/min.

Estudio de la composicién de la fase movil
Se inyect6 20 pL de cada disolucién de los cuatro compuestos por separado. Se fijo el
flujo de la fase mévil en 2 mL/min y se varié la composicién entre 20 y 50 % de

acetonitrilo.

3.6.2.2 Estudio de la separacion en gradiente de atrazina y sus metabolitos

Se realizé este estudio con el propésito de mejorar la resolucién y la eficiencia en la
separacion de los cuatro compuestos simultineamente. Observando los resultados de
los estudios anteriores, (secciéon 3.6.2.1) se estudiaron cuatro posibles gradientes
acetonitrilo:buffer pH 8,2. En las Tablas 3.1, 3.2, 3.3 y 3.4 se describen éstos en cuanto a

la variacién del porcentaje de acetonitrilo a lo largo del programa.
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Tabla 3.1: Gradiente 1 Tabla 3.2: Gradiente 2
Flujo 1,5 mL/min Flujo 1,2 mL/min
Tiempo (min) % CH;CN tiempo (min) % CH;CN
0 25 0 25
2 25 . 25
4 65 4 60
6 65 6 60
7 25 7 25
10 25 12 25
Tabla 3.3: Gradiente 3 Tabla 3.4: Gradiente 4
Flujo 1,5 mL/min Flujo 2 mL/min
Tiempo (min) % CH;CN tiempo (min) % CH;CN
0 22 0 22
1 22 1 22
2 55 2 37
4 55 4 37
5 22 5 22
10 22 10 22

3.6.3 Determinacion de los parimetros de calidad analitica del método

cromatografico

Para la determinacion de los parametros analiticos de este método se realizé una curva
de calibracion de los cuatro compuestos en conjunto, en solucion 1:1 v/v agua:buffer
fosfato pH 8,2; en las concentraciones: 0,02; 0,04; 0,06; 0,08; 0,1; 0,5; 1,0; 1,5; 2,0 y 5,0
pg/mL. Las disoluciones se inyectaron en duplicado en las condiciones cromatograficas
definidas como Optimas (gradiente 4). Para determinar el limite de deteccién (LOD),
cuantificacion (LOQ) y sensibilidad analitica se considerd el intervalo de concentracién
entre 0,02 y 0,1 pg/mL y la linealidad en el intervalo de 0,02 a 5,0 pg/mL. Se trabajé

con el 4rea del pico como respuesta cromatografica.



16

3.6.4 Estudio del comportamiento de adsorcién de atrazina y sus metabolitos en
suelos

Se estudié el comportamiento de adsorcién para los cuatro compuestos AT, DEA, DIA y
HIA por separado en cuatro suelos chilenos: Cunco, Quillota, Mapocho y Galvarino.
Estos suelos estaban previamente caracterizados y han sido empleados en otros estudios
en el laboratorio tanto de adsorcién como de metodologias de extraccién (Bdez y col.,
2000, 2003). También se realizaron los estudios de adsorcion para los cuatro
compuestos en conjunto en los mismos suelos, para determinar posibles fenémenos de

competencia por los sitios de adsorcién.

Procedimiento isotermas de adsorcién

En cinco tubos se pes6 2 gramos de suelo, a cada tubo se les agregé 8 mL de solucién
del compuesto en distintas concentraciones: 1, 2, 3, 4 y 5 ug/mL, estas soluciones se
prepararon en KCl 0,01 mol/L como electrolito soporte. También se preparé un blanco
con 2 gramos de suelo y 8 mL de KCI 0,01 mol/L. Los tubos se taparon y se agitaron en
forma constante durante 24 horas a 30°C para obtener el equilibrio en sistema “batch”.
Después del tiempo de agitacion las muestras fueron centrifugadas en los mismos tubos
a 4000 rpm, se tomé una alicuota del sobrenadante y se diluy6 al 50 % con buffer
fosfato pH 8,2; se filtr6 en membranas de tamafio de poro de 0,22 um y se analiz6
cromatograficamente. Todas las muestras se realizaron en duplicado incluidos los
blancos. De las mismas disoluciones adicionadas a los suelos se prepararon las

disoluciones de calibracion, diluyendo al 50 % con buffer fosfato pH 8,2.



17

3.6.5 Estudio de los parametros instrumentales del método de extraccion.
“Screening factor”

Para el estudio del método de extraccién se realiz un disefio estadistico experimental
factorial del tipo “screening factor” que contemplé 5 factores cada uno en 2 niveles, es
decir, 2° lo que representa 32 experimentos donde se cuentan todas las combinaciones
posibles de los factores y sus niveles, se realizaron repeticiones de 8 de estos
experimentos para obtener el error estimado. Este tipo de disefio permite determinar los
factores que influyen significativamente en la respuesta instrumental y por su naturaleza
multivariada permite identificar las interacciones entre los distintos factores. Estos
fueron: cantidad de muestra, volumen de disolvente para la extraccién, potencia de
ultrasonido, temperatura del bafio de ultrasonido y tiempo de extraccion. En la Tabla 3.5
se muestran los factores y sus 2 niveles y en la Tabla 3.6 se presenta la matriz del disefio

experimental. Se utilizé el programa estadistico Statgraphics 4.0 para el andlisis de

datos.

Tabla 3.5: Factores y niveles del disefio experimental. “Screening factor”

Factor Nivel
-1 +1
Cantidad de muestra 2g 4g
(A)
Volumen de disolvente 5mL 10 mL
(B)
Potencia 4 8
(©)
Temperatura 50°C 80 °C
( Dl . .
Tiempo de extraccién 5 min 10 min
(E)




Tabla 3.6: Matriz del disefio experimental “Screening factor”.
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Exq A B C D E exp |[A B

1 ] -1 -1 -1 -1 17 +1 -1 1 -1 -1
2 -1 -1 -1 -1 +1 18 +1 -1 -1 -1 +]
3 -1 -1 -1 +1 5| 19" +1 -1 -1 +1 -1
4 -1 -1 -1 +1 +1 20 +1 -1 S | +1 +1
5 -1 -1 +1 <1 -1 21 +1 -1 +1 <1 -1
6 -1 -1 +1 <1 +1 22 +1 -1 +1 -1 +1
7 -1 -1 +1 +1 -1 23" +1 ] +1 +1 |
8 -1 -1 +1 +1 +1 24 +1 -1 +1 +1 +1
9 -1 +1 -1 -1 -1 25 +1 +1 -1 -1 -1
10 -1 +1 -1 -1 +1 26 +1 +1 -1 -1 +1
11 -1 +1 -1 +1 -1 27 +1 +1 -1 +1 -1
12 =i | +1 41 +1 +1 28" | +1 +1 E | +1 +1
13 -1 +1 +1 -1 -1 29 +1 +1 +1 <1 -1
14 -1 +1 +1 -1 +1 30 +1 +1 +1 <] +1
15 -1 +1 +1 +1 -1 31 +1 +1 +1 +1 -1
16 ] +1 +1 +1 +1 32" +1 +1 +1 +1 +1

()¥ experimentos realizados en dupli

Contaminacion de las muestras de suelo

Para esta experiencia se utilizo el suelo Quillota, pues presenta un contenido intermedio

de materia orgénica (1,78 % CO). Se dispuso de 40 tubos de centrifuga cénicos en los

que se peso la cantidad de suelo correspondiente, segun el disefio. Las muestras se

contaminaron directamente con una solucién acuosa de los cuatro compuestos en
conjunto en una concentraciéon de 4 pg/mL en una relacion agua:suelo 1:1. De esta
forma la concentracién final de contaminacién en el suelo fue 4 pg/g. Los tubos se

taparon y se agitaron en forma constante durante 2 horas a temperatura ambiente. Luego

de esto, las muestras fueron guardadas en refrigerador durante toda la noche para lograr

el equilibrio.
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Procedimiento de extraccion

A los 40 tubos con el suelo contaminado se les agrego el volumen correspondiente de
disolvente indicado por el disefio, los tubos se taparon y se agitaron manualmente para
homogeneizar la mezcla del suelo con el disolvente. En todos los casos se¢ empled
acetonitrilo. Después de esto los tubos se sumergieron en el bafio de ultrasonido durante
el tiempo y a la temperatura y potencia determinados por el disefio. Inmediatamente
terminada la extraccion, los tubos fueron colocados en hielo para enfriarlos. Los tubos se
centrifugaron a 4000 rpm y el sobrenadante se diluy6 al 50 % en buffer fosfato pH 8,2,
se filtr6 en membranas de tamafio de poro de 0,22 pm para la determinacion
cromatografica mediante HPLC. Los resultados de recuperacion se obtuvieron por
comparacion de las areas obtenidas en las muestras con aquéllas obtenidas de
soluciones patrén, preparadas con un 50 % de buffer fosfato pH 8,2, que representaban

un 100 % de recuperacion, para cada una de las situaciones planteadas en el disefio.

3.6.6 Estudio de los factores relacionados con el comportamiento del plaguicida en
la muestra. Modelacién a través de superficie de respuesta

Después de haber identificado los factores instrumentales significativos en el método de
extraccion, se estudiaron los factores relacionados con el comportamiento de adsorcion
de atrazina y sus metabolitos en el suelo. Para esto se realizé un disefio experimental de
superficie de respuesta en el cual se contemplaron tres factores: concentracion del
plaguicida en la muestra, tiempo de equilibrio antes de la extraccién y relacion

agua:suelo para el equilibrio antes de la extraccién. Cada factor se estudio en tres niveles
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con un total de 27 experimentos (3°). Se realizaron repeticiones de seis de estos

experimentos para estimar el error. En la Tabla 3.7 se presentan los factores estudiados y

sus tres niveles y en la Tabla 3.8 se presenta la matriz del disefio experimental.

Tabla 3.7: Factores y niveles del diseiio experimental. Superficie de respuesta

factor Nivel
-1 0 +1
Concentracion del 1,08 pg/g DIA 1,54 pg/g DIA 2,01 pg/g DIA
contaminante 0,84 pg/g DEA 1,26 pg/g DEA 1,57 ug/g DEA
(A) 1,99 pug/g HIA 3,11 pg/g HIA 4,10 pg/g HIA
1,15 ug/g AT 1,89 ug/g AT 2,41 pg/g AT
Relacion agua:suelo
B) 0:1 0,5:1 1:1
Tiempo de equilibrio
(C) 0 min 15 min 30 min
Tabla 3.8: Matriz del diseiio experimental. Superficie de respuesta
Exp A B C Exp A B £
1 ] 31 =1 15 0 0 +1
2 -1 -1 0 16 0 +1 -1
3 %] <] +1 17 0 +1 0
4 -1 0 -1 18° 0 +1 +1
5 <1 0 0 19 +1 1 4
iy | 0 +1 20 +1 w 0
b -1 +1 -1 21 +1 -1 +1
8 -1 +1 0 22 +1 0 -1
9 -1 +1 +1 23 +1 0 0
10 0 -1 -1 24 +1 0 +1
11 0 -1 0 25 +1 +1 -1
12 0 -1 +1 26 +1 +1 0
13 0 0 -1 27 +1 +1 +1
147 0 0 L




Contaminacion de las muestras de suelo

En este caso se opté por contaminar el suelo eliminando el excedente de solucién
contaminante y poder disponer finalmente de una muestra seca. Se dispuso de tubos de
centrifuga conicos para la contaminacién del suelo Quillota en tres niveles diferentes
de concentracién. Para ello se prepararon soluciones de los cuatro compuestos en
conjunto en las concentraciones 0,65; 1,15 y 1,65 pg/mL respectivamente. Para cada
nivel se contaminaron 60 g de suelo con 240 mL de solucién, es decir se contaminé en
relaciéon solucion:suelo 4:1. Con ello se buscd reproducir las condiciones que se
emplearon al determinar la adsorcion a través de las isotermas. También se incluyé un
blanco de 10 gramos de suelo y 40 mL de agua nanopura. Los tubos se agitaron durante
24 horas. Después de transcurrido este tiempo se realizo la centrifugacion de los tubos a
12000 rpm durante 20 minutos y se separd la solucion del suelo. Se determind
cromatograficamente la concentracion de la solucién en equilibro y por diferencia se
calculo la cantidad adsorbida. Del suelo se tomé dos gramos para determinar la humedad
residual después de centrifugar, con el fin de calcular la concentracion final remanente
en el suelo, producto de la adsorcion y de la solucion que quedd humectando la muestra.
Finalmente, las muestras se secaron a 30°C en estufa durante la noche, determinando
nuevamente la humedad, con el fin de expresar la concentraciéon de contaminante por

gramo de suelo seco. Una vez seco el suelo se guardd en el congelador a —27°C hasta la

extraccion.
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Procedimiento de extraccion

Se dispuso de 27 tubos de centrifuga conicos. En cada tubo se pes6 4 gramos del suelo
Quillota contaminado previamente en las respectivas concentraciones. A cada tubo se le
agrego la cantidad de agua correspondiente al disefio experimental, los tubos se agitaron
el tiempo indicado por el mismo. Después de transcurrido el tiempo de agitacion, a
cada tubo se le agregd 5 mL de acetonitrilo y se procedio a la extraccion a una potencia
de 8 y a una temperatura de 80°C durante 10 minutos. Inmediatamente después de la
extraccion los tubos se sumergieron en hielo para enfriarlos. El sobrenadante se diluyo al
50 % en buffer fosfato pH 8,2; se filtr6 en membranas de tamafio de poro de 0,22 pm.
Las muestras se colocaron en viales para la determinaciéon de su concentracion por
HPLC.

Los resultados de recuperacion se obtuvieron por comparaciéon de las areas obtenidas en
las muestras con aquéllas obtenidas de soluciones patrén, preparadas con un 50 % de
buffer fosfato pH 8,2; que representaban un 100 % de recuperacion, para cada una de las

situaciones planteadas en el disefio.

3.6.7 Estudio de las variables ambientales en la eficiencia de la extracciéon

Este estudio considerd un factor propio del suelo como es la cantidad de materia
organica en éstos y dos relacionados con el comportamiento del pesticida: el tiempo de
residencia del pesticida y sus metabolitos en el suelo y los valores de pKa. Para esto se

eligieron los suelos Galvarino, Mapocho y Cunco. Se consideraron los siguientes



23

tiempos de residencia del pesticida en el suelo: una semana, un mes y dos meses. Se
escogieron tres de los cuatro compuestos de acuerdo a su pKa: DEA, AT y HIA.

Se realiz6 un disefio experimental con 3 factores y tres niveles, lo que representa un total
de 27 experimentos de los cuales se hicieron seis repeticiones. En la Tabla 3.9 se
presentan los factores y niveles antes mencionados y en la Tabla 3.10 se muestra la

matriz del disefio experimental.

Tabla 3.9: Factores y niveles del diseiio experimental factores ambientales

factor Nivel
-1 0 +1
Suelo
(% MO) Galvarino Mapocho Cunco
(A)
Contaminante
(pKa) DEA AT HIA
(B)
Tiempo de
residencia 1 semana 1 mes 2 meses
(O

Tabla 3.10: Matriz del disefio experimental

Exp A | B | C Exp A | B | ¢
1 -1 -1 -1 15 0 0 +1
7 -1 -1 0 16 0 +1 -1
3 -1 -1 +1 17 0 +1 0
4 <1 0 L 18 0 +1 +1
E -1 0 0 19 +1 -1 .|
6 5] 0 +1 20 +1 -1 0
7 = | +1 -1 21 +1 -1 +1
8 -1 +1 0 22 +1 0 -1
9 -1 +1 +1 23 +1 0 0
10 0 -1 e 24 +1 0 +1
11 0 <1 0 25 +1 +1 1
12 0 =1 +1 26 +1 +1 0
13 0 0 -1 27 +1 +1 +1
14 0 0 0

experimenios realizados en duplicado.



Contaminacion de las muestras de suelo

Cada suelo se contaminé directamente con los tres compuestos por separado segun el
disefio, con una relacion agua:suelo en una proporcion 1:2 a un nivel de 3 pg/g, para lo
cual se prepard disoluciones de los compuestos en una concentracion de 6 pg/mL de
cada uno. Se pesar6 30 gramos de suelo, se colocod en vasos de precipitado y se les
agregd 15 mL de la solucién contaminante, se agitd durante dos horas y luego las
muestras se secaron a 30°C en estufa durante la noche. Se determiné la humedad con el
fin de expresar la concentracion de contaminante por gramo de suelo seco. Una vez
secos los suelos se guardaron en frascos plasticos en congelador a una temperatura de

-27°C. También se realizé un blanco manteniendo la misma proporcién suelo:agua.

Procedimiento de extraccion

Transcurrido el tiempo correspondiente al disefio experimental, en tubos de centrifuga
coOnicos se pesd 4 gramos de suelo, se les agregd 4 mL de agua nanopura, los tubos se
taparon y se agitaron durante 30 minutos. Luego se les agregé 5 mL de acetonitrilo y se
llevaron al bafio de ultrasonido para la extraccion a una temperatura de 80°C y a una
potencia de 8 durante 10 minutos. Los tubos se sumergieron inmediatamente en hielo,
una vez frios los tubos se centrifugaron a 4000 rpm durante 10 minutos. El sobrenadante
se diluy6 al 50 % con buffer fosfato pH 8.2; se filtr6 en membranas de 0,22 pm y se
colocd en viales para el analisis cromatografico. Para el célculo de recuperaciones se
trabaj6 siempre con el estandar de cada compuesto preparado en acetonitrilo, a partir del

cual se prepararon las disoluciones contaminantes en medio acuoso y los estandares
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necesarios, también en medio acuoso con un 50 % de buffer fosfato pH 8,2; para cada
tiempo de extraccién (1 semana, 1 mes, 2 meses) que representaban el 100 % de

recuperacion.

3.6.8 Preconcentracion en fase sélida
Se obtuvo un extracto de suelo Quillota sin contaminar (100 mL) con el procedimiento
de extraccién descrito en la seccion 3.6.7. Dicho extracto representaria la matriz co-
extraida. A partir de éste se preparé dos muestras de 10 mL cada una, agregando una
alicuota de un estdndar en acetonitrilo con los cuatro compuestos, de manera tal de
alcanzar las concentraciones 0,022 y 0,044 pg/mL, respectivamente. Las muestras se
realizaron en duplicado y se ajustaron a pH 1,5 con HCI, con el fin de poner a todos los
compuestos en su forma cationica. Las concentraciones anteriores se obtendrian al
extraer muestras de suelo, contaminadas a un nivel de 0,05 y 0,1 ug/g. empleando el
método de extraccion desarrollado. Se utilizé columnas de extraccion QOasis MCX de 6
em’ de 150 mg de sorbente. El procedimiento de preconcentracion en las columnas
consistio en lo siguiente:

e Se acondiciond las columnas con 2 mL de metanol.

e Selavd con 2 mL de agua.

e Se peso los 10 mL de muestra a pH 1,5.

e Se realiz6 un primer lavado con 2 mL de HCI 0,1 mol/L.

e Se realiz6 un segundo lavado con 2 mL de metanol.

¢ Finalmente la muestra se eluy6 con 3 mL de metanol con NH,OH al 4 %.
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La muestra fue recogida en un balén de 5 mL y se procedi6 a evaporar a sequedad en un
evaporador rotatorio, empleando un bafio de agua a 40 °C. Una vez seca la muestra, se

reconstituy6 con un mL de mezcla acetonitrilo: buffer pH 8,2 1:1 v/v.



IV. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 Clasificacion y caracteristicas fisicoquimicas de los suelos utilizados

Quillota: suelo perteneciente al orden Alfisol no alofanico de la Quinta Region (Entic
Xerumbrept). Se caracteriza por su contenido medio de materia organica, es de textura
franco-arcillosa.

Cunco: suelo del orden Andisol, perteneciente al grupo de los Trumaos, alofanico de la
Novena Region (Ashy, mesic, Hydric Dystrandept). Se caracteriza por su origen de
ceniza volcanica, su alto contenido de carbono organico y la presencia de alofan (Al-Si)
y oxidos de Fe.

Galvarino: suelo del orden Ultisol, perteneciente al grupo de los rojos arcillosos
alofanico de la Novena Region (Fine, mesic, Palehumult). Se caracteriza por su poca
cantidad de materia orgdnica y alofin, rico en Oxidos de Fe cristalinos. Origen
volcénico.

Mapocho: suelo del orden Inceptisol, no alofanico de la Regién Metropolitana (Clayed,
mixed, thermic, Vertic Xerochrepts). Se caracteriza por tener un alto contenido de
montmorillonita entre los minerales de arcilla.

Las principales caracteristicas fisicoquimicas de estos suelo se presentan en la Tabla 4.1.
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Tabla 4.1: Caracteristicas fisicoquimicas de los suelos (Aponte, 2003, Baez y col.).

Suelo %C % Fe % Al %Si CIC Area pH pH
(Ox) (Ox) (Ox) |emol(kg’ | (m%/g) (H,0) (KCI)
Cunco 8,1 1,0 1,7 0,6 79,2 140 4,91 4,73
Galvarino 13 2,1 0,5 0,2 28,5 130 5,60 4,76
Mapocho 2,3 0,6 0,5 0,6 33,2 127 7,11 6,41
Quillota 1,8 : - - 22,8 66 7,28 6,85

4.2 Estudio del método cromatogrifico para la determinacién de atrazina y sus

metabolitos
Estudio del flujo de la fase mévil

Para concluir en este estudio se calculd la eficiencia de la columna para la elusion de

cada analito y condicioén de acuerdo a la siguiente ecuacion:
fr 2
N = 36[3:} 4.1)
donde At corresponde a la diferencia entre el final y el inicio de la integracién de un pico

y se obtiene directamente del cromatograma.

DIA, DEA presentan un maximo a 214 nm, HIA a 2153 nm y AT a 222 nm. En la
Tabla 4.2 se presentan los resultados cromatograficos obtenidos para los cuatro
compuestos manteniendo fija la composicién de la fase movil y variando el flujo. En la
Tabla 4.2 se incluyen también los valores, presion alcanzada, tiempo de retencion,
tiempos de inicio y final de integracién de la sefial y el valor de N (niimero de platos

tedricos) para cada condicién, para los compuestos determinados en forma

independiente.




29

Tabla 4.2: Influencia del flujo de la fase mévil en la elusion (AN:buffer pH 8,2

50:50 v/v)
flujo presion | Compuesto | t retencién | t inicio t final t fin-t ini N
(mL/min) Psi (min) (min) (min) (At)
DIA 1,81 1,71 2,31 0,60 328
1,25 1047 HIA 1,77 1,67 2,32 0,65 267
DEA 2,03 1,89 2,59 0,70 301
AT 3,22 2,89 3,62 0,73 700
DIA 1,53 1,41 1,96 0,556 279
1,5 1275 HIA 1,49 1.41 1,91 0,50 320
DEA 1,70 1,50 2,04 0,54 357
AT 2,70 2,53 3,15 0,62 683
DIA 1,33 1,21 1,66 0,45 314
1,75 1500 HIA 1,30 1,22 1,6 0,38 421
DEA 1,47 1,37 1,86 0.49 324
AT 2,32 2,18 2,73 0,55 641
DIA 1,17 1,09 1,49 0,40 308
2,0 1722 HIA 1,15 1,07 1,41 0,34 412
- DEA 1,30 1,22 1,64 0,42 343
AT 2,08 1,93 2,46 0,53 554

Se observa que un aumento del flujo de la fase mévil provoca una disminucién en los
tiempos de retencion tanto para atrazina como para sus metabolitos, debido a que al
aumentar el flujo se produce menor interaccion entre el analito y la fase estacionaria.
Los picos cromatogréficos se hacen cada vez mds angostos, condicién favorable para la
cuantificacion, especialmente de los metabolitos. Por otra parte, si se comparan los
valores de N, la columna resulta muy eficiente principalmente para atrazina, aun cuando
en relacion al flujo no se defina claramente un 6ptimo hacia los mayores valores de
flujo, lo que si ocurre para los metabolitos, especialmente para HIA. En todos los casos
se produjo una superposicién de DIA y HIA y hacia los mayores valores de flujo, se
produciria un solapamiento severo incluyendo DEA. De acuerdo a estos resultados se

fijo el flujo de fase movil en 2 mL/min, debido a que se obtienen anchos de picos

menores.
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Estudio de la composicion de la fase mévil
Los resultados de este estudio se encuentran en la Tabla 4.3. En ésta también se
muestran: la presion, el tiempo de retencion y los tiempos de inicio y final de la

integracion, obtenidos para los cuatro compuestos en las diferentes condiciones en forma

individual.

Tabla 4.3: Influencia de la composicién de la fase mévil en la elusién

% AN Presion | compuesto | t retencion | t inicio t final t fin-t ini
Psi {min) (min) (min) (At)
DIA 2,27 2,12 2,67 0,55
20 % 2112 HIA 3,30 3,10 3,85 0,75
DEA 3,66 3,41 429 0,88
AT 17,10 16,30 17,76 1,46
DIA 1,57 1,44 1,91 0,47
30 2031 HIA 1,70 1,56 2,06 0,50
DEA 2,08 1,95 243 0,48
AT 6,09 5,78 6,79 1,01
DIA 1,31 1,21 1,63 0,42
40 % 1896 HIA 1,29 1,21 1,64 0,43
DEA 1,55 1,45 1,85 0,40
AT 3,17 2,97 3,62 0,65
DIA 1,17 1,09 1,49 0,40
50 % 1722 HIA 1,15 1,07 1.41 0,34
DEA 1,30 1,22 1,64 0,42
AT 2,08 1,93 2,46 0,53

El CH3CN es menos viscoso que el HyO (neusen= 0,37 y nuzo= 1 a 20°C) por lo que al
aumentar el porcentaje de CH3CN se produce una menor resistencia de la columna y por
lo tanto una menor presién. También se produce una disminucién en los tiempos de
retencion y de los anchos de los picos.

Una columna de fase inversa se caracteriza porque su fase estacionaria es apolar, la cual
tiene una mayor afinidad por los compuestos apolares, sobre todo si se tiene en cuenta la
utilizacién de una fase movil polar como es en este caso el agua. Esto se observa

claramente en los resultados obtenidos para la composicion 20:80 AN/H,0 en donde los



compuestos mas polares DIA, DEA y HIA se eluyen primero con tiempos de retencion
de 2,27; 3,30 y 3,66 minutos, respectivamente y la atrazina, que es el compuesto mas
apolar de los cuatro, se queda retenida por un tiempo de 17,10 minutos. Al aumentar el
porcentaje de acetonitrilo se disminuye la polaridad de la fase mévil, debido a que el
acetonitrilo presenta un menor indice de polaridad que el agua (Pcysen = 5.8, Pzo =
10,2), de esta forma se explica la disminucion en los tiempos de elusién para los cuatro
compuestos, especialmente para AT cuyo tiempo de elusion disminuye de 17,10 a 2,08
minutos cuando el porcentaje de acetonitrilo se aumenta de 20 a 50 %. A partir de estos
resultados se pudo concluir que era necesario desarrollar un sistema en gradiente para la

completa separacion de los cuatro compuestos.

Determinacién simultinea de atrazina y sus metabolitos

En la Tabla 4.4 se presentan los resultados cromatograficos obtenidos a partir de los
cuatro programas en gradiente estudiados. Con el fin de comparar los resultados se
calculd el % de resoluciéon del primer compuesto respecto del adyacente utilizando la

ecuacion.

R= [S ls_ S Jxl 00 (4.2) (Verdi-Andrésy col, 2001)

Donde S; es la altura del pico y S representa la altura del valle entre el primer y segundo

pico.

En el caso de AT se calculé respecto de un compuesto co-eluyente proveniente del

sistema.



Tabla 4.4: Resolucién de DIA, HIA, DEA y AT en gradiente.

Grad. DIA HIA DEA AT
tret % resol tret % resol t ret % resol tret % resol
(min) (min) (min) _(min)
1 2,39 87 2,81 82 3,61 100 8,22 85
2 2,98 90 3,49 84 4,48 100 9,69 93
3 2,69 99 3,44 96 4.34 100 7,39 95
4 2,08 100 2,73 100 3,33 100 7,89 100

Como se observa de los datos, tanto el programa 3 como 4 permiten una buena
resolucion. Ello se logra disminuyendo en el inicio del programa la concentracion de
acetonitrilo desde 25 a 22 %. Una disminucion del flujo desde 1,5 a 1,2 mL/min, no
mejord la resolucion. Los primeros tres programas sin embargo generan sefiales
interferentes derivadas del exceso de acetonitrilo en las etapas finales (55 %). En el
gradiente 4 se manifiesta una ausencia total de dichas sefiales, sin afectar mayormente el
tiempo de retencion de la atrazina, con una concentracion de 37 % de acetonotrilo. En la
Figura 4.1 se presentan los cromatogramas correspondientes a los cuatro programas.
Entre los cuatro gradientes no se presentaron mayores diferencias en cuanto a eficiencia
cromatografica para AT, DEA y DIA, sin embargo, en todos los casos se produce un
desdoblamiento de la sefial de HIA. Esta situacion es atribuible a que este compuesto es
el mas susceptible de presentarse simultineamente en la forma molecular e ionizada
debido a su pKa (5,3). De acuerdo al vehiculo empleado para la inyeccion (acetonitrilo)
y al recorrido que sufre la muestra desde que fue inyectada y llega al detector, a pesar
de ser transportada por una fase movil controlada en su pH, no alcanza a presentarse en

su forma molecular en su totalidad. Ello fue atribuido a la menor longitud de la



columna (15 cm), pues dicha situacién no fue observable en columnas de mayores
dimensiones.

Con el objetivo de mejorar la sefial se realizé un estudio de la mejor composicion del
vehiculo de inyeccién, mediante la adicion de cantidades variables del buffer a la
solucién del estiandar (preparado inicialmente en acetonitrilo): mezcla AN:buffer = 8,2
100:0; 75:25; 50:50 y 25:75 v/v. En la Figura 4.2 se observa el efecto de la mayor
concentracion de buffer, tanto para el caso de HIA individualmente, como para los
cuatro compuestos conformando la mezcla, mejorando la eficiencia cromatografica en
los tres primeros compuestos eluyentes. Finalmente, se optd por la mezcla 50:50, debido
a la calidad de la sefial y a la mayor facilidad para la preparacion del estandar de
calibracién y posteriormente de las muestras. La columna Sorbax SB-C8 esta disefiada
para reducir o eliminar la fuerte adsorcion de compuestos basicos, lo que se traduce en
tiempos de retencion menores y en la posibilidad de lograr la separacion de compuestos
de polaridad similar. Fllo permitiria también trabajar en presencia de los materiales

htimicos solubles que se extraerdn tanto con disolventes organicos como acuosos desde

los suelos.
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Figura 4.1: Cromatogramas de los cuatro programas en gradiente: Gradiente 1,
gradiente 2, gradiente 3, gradiente 4. El eje de la ordena corresponde al tiempo en

minutos y el eje de la abcisa, a la absorbancia en mUA.
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Figura 4.2: Influencia de la cantidad de buffer en la muestra. El eje de la ordena

corresponde al tiempo en minutos y el eje de la abcisa, a la absorbancia en mUA.
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4.3 Calculo de los pardmetros de calidad analitica para la separacion en gradiente.
La separacion cromatogréfica en gradiente obtenida permite dejar fuera las interferencias
debidas a otras especies contenidas en la matriz de la muestra, ademas permite ¢l analisis
de las muestras en un tiempo de diez minutos incluyendo el tiempo de estabilizacién de
las condiciones iniciales para la siguiente inyeccion. Los tiempos de retencién para DIA,
HIA, DEA y AT fueron 2,08; 2,73; 3,33 y 7,89 minutos, respectivamente.

El limite de deteccién LOD se determiné tomando en cuenta que en este caso la técnica
no permite determinar un blanco, para lo cual se utiliz6 la siguiente relacién que es una

aproximacion del limite de deteccién estadistico (Cuadros y col., 1993).

Svi v/ n=1
LOD=3( " Nﬁ—i (43)

Donde b y Sy/x son la pendiente y la desviacion estdndar de la regresion. Para obtener

LOQ se utiliza la misma relacién remplazando el valor 3 por 10.

La sensibilidad analitica, que corresponde a la variacion mas pequefia de concentracion

que el método analitico puede definir se calculé por medio de la siguiente relacién:

SY/X
b

sa = (44)

La linealidad suele expresarse en términos del coeficiente de correlacion (r) y el

coeficiente de determinacién (), pero una relacion matematica que describe mejor la

calidad de los datos analiticos es la siguiente:

linealidad =1- (%——) x 100 % (45)



37

Donde S,y b son la desviacion estandar de la pendiente y la pendiente de la curva de

calibracion, respectivamente.

Los parametros de calidad analitica calculados se observan en las Tablas 4.5 y 4.6 para

los cuatro compuestos, en los dos intervalos de calibracion.

Los resultados indican que la respuesta del detector es lineal con valores de r’ superiores

al 99.98 % en el intervalo de concentraciones estudiadas.

Tabla 4.5: LOD, LOQ y sensibilidad para la determinacion de DIA, HIA, DEA y
AT por HPLC-DAD (intervalo de calibracién 0,02-0,10 pg/mL)

ats, btS, Svix LOD LOQ |Sensibilidad
(pg/mL) | (pg/mbl) | (pg/mL)
DIA 383.4 + 77.6 |104360+1170| 1047 0,0028 0,0094 0,0001
HIA 205,4 +40.3 | 572101608 54,4 0,0027 0,0090 0,001
DEA 2374 + 84.8 | 95395+1278 | 11443 0,0034 0,0112 0,0012
AT -415,7 +25.8 | 104685389 34,8 0,0009 0,0031 0,0003

Tabla 4.6: Linealidad para la determinacién de DIA, HIA, DEA 'y AT por HPLC-

DAD (intervalo de calibracion 0,02-5,0 pg/mL)
ats, b+S Svix r r Linealidad
% %
DIA 276+468 | 104684+260 1720 0,9999 99,99 99,75
HIA -42+376 65159+208 1379 0,9999 99,88 99.68
DEA _1185+549 | 1044621304 | 2014 0,9999 99,98 99,71
AT 5004306 | 101698+170 | 1123 0,9999 99.99 99.83
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Los resultados muestran que los limites de deteccion para los cuatro compuestos estan
dentro del mismo orden, siendo la atrazina la que presenta el limite de deteccion mas
bajo. Los valores de LOD y LOQ son apropiados para el estudio de los cuatro
compuestos en extractos de suelos que provengan de sistemas en donde se hayan
empleado relaciones de extraccién suelo extractante 1:10, teniendo una concentracion de
0,5 pg/g y también de 0,1 pg/g. En estas condiciones se alcanzarian concentraciones en
los extractos iguales a 0,05 y 0,01 pg /mL, respectivamente.

La atrazina presenta los mejores parametros analiticos, incluyendo la sensibilidad
analitica y linealidad. La hidroxiatrazina presenta la menor sensibilidad, sin embargo no
se ven afectados el resto de los parametros.

En la Figura 4.3 se muestra los graficos de las curvas de calibracién en los intervalos de

concentraciones 0,02-0,1 pg/ mL y 0,02-5,0 pg /mL para los cuatro compuestos.
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Figura 4.3: Curvas de calibracion para DIA, HIA, DEA y AT en los rangos 0,02-0,1
pg/mL y 0,02-5 pg/mL
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4.4 Estudio del comportamiento de adsorcién de atrazina y sus metabolitos en 4
suelos

Se determinaron las isotermas usando el modelo empirico descrito por Freundlich el cual

relaciona las concentraciones del adsorbato en la fase acuosa y en el adsorbente, en este

caso el suelo, luego del proceso de adsorcion. La relacion matematica que usa el modelo

€s.

1
m

Donde x/m es la concentracion del pesticida adsorbida en el suelo, C es la concentracion
en equilibrio del pesticida en la fase acuosa, K, y » son constantes empiricas. La
constante » es una medida de la no-linealidad de la isoterma e indica la dependencia de
la adsorcién con la concentracion. Ky puede ser utilizado para comparar la adsorcion
relativa de un compuesto sobre diferentes sorbentes.

En la Tabla 4.7 se presentan los valores de las constantes de Freundlich, '/n y del
cocficiente de determinacién r’ obtenidas para las isotermas de adsorcion de los cuatro

suelos tanto para los compuestos por separado como para los cuatro compuestos en

conjunto.
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Tabla 4.7: Valores de K 1/ny r para DIA, HIA, DEA y AT en los suelos

Suelo Galvarino Suelo Quillota Suelo Mapocho Suelo Cunco
Kf 1,039 1,9187 1,1432 9,2489

Tn 0,8566 0,5857 0,6252 0,6268
DIA r 0,9913 0,9993 0,9906 0,9966
K/ 0,7073 1,2067 0,7387 4,4768

Im 0,649 0,6407 08119 0,5534

r 0,9792 0,9899 0;9911 0,9933

Kf 36,181 54713 11,603 21,701

Tn 0,7867 0,5464 0,8399 0,4507

HIA r 0,9948 0,9926 0,9892 0,9982
Kf 37,136 3,1755 9,5626 17,991

'm’ 0,842 0,9517 1,1913 0,665

r 0,9793 0,9939 0,9867 0,9905

Kf 0,715 1,4011 0,797 6,6202

'/n 0,54 0,5634 0,6027 0,7019

DEA r 0,9924 0,9952 0,9973 0,9972
0,5077 0,7257 0,275 2,9358

Tm 0,4814 0,9505 1,292 0,6464

Z 0,9751 0,9854 0,9908 0,9899

Kf 0,8996 2,4443 1517 10,082

Tn 0,8388 0,7232 0,7743 0,7803

AT r 0,9925 0,9985 0,9975 0,9975
Kf 0,8394 1,5076 1,1548 4,7544

'm 0,7177 0,6546 0,7988 0,6683

r 0,9863 0,9917 0,9925 0,9836

{)* Isotermas realizadas con l0s Cuairo compuestos en mezcla

El ajuste al modelo de Freundlich entregé coeficientes de determinacion que varian en el
intervalo 0,9993 - 0,9906 para los compuestos puros y en el intervalo 0,9939 - 0,9751
para los cuatro compuestos en mezcla.

En la Figura 4.4 se presentan los resultados para las isotermas individuales de
deisopropilatrazina, deetilatrazina, hidroxiatrazina y atrazina en los cuatro suelos. Para
DIA, DEA y AT los valores de K; muestran una alta adsorcion en el suelo Cunco y la
adsorcion mas baja en el suelo Galvarino. Esto coincide con los contenidos de materia
organica presente en los suelos y ademas con la capacidad de intercambio cationico de

los mismos (Tabla 4.1), siendo el suelo Cunco el que presenta un mayor contenido de
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materia organica y una mayor reactividad representada por su valor de CIC. De esta
forma se explican también los bajos valores de Ky que presentan estos tres compuestos
en el suelo Galvarino. La materia orgénica juega un papel muy importante en la
adsorcion de estos compuestos en el suelo, en especial los 4cidos humicos, debido a la
gran capacidad de éstos de formar enlaces del tipo puente de hidrogeno con los
compuestos en estudio.

La hidroxiatrazina present6 un comportamiento muy diferente. Los valores de K indican
que la mayor adsorcién la presenta el suelo Galvarino encontrando un valor incluso
mayor que los obtenidos en el suelo Cunco para los otros compuestos y para la propia
hidroxiatrazina. En general, también presenta una considerable adsorcién en todos los
suelos.

Un factor importante en la adsorcién de HIA en los suelos estd relacionado con la
diferencia que existe entre su pKa y el pH de la solucion de suelo. Al pH de éstos, AT,
DEA y DIA se encuentran en forma molecular, sin embargo, HIA con un pKa de 5,2 se
encontraria en la forma protonada (aproximadamente un 60 % en un suelo de pH 5,0,
como es el caso de los suelos Cunco y Galvarino), lo que permitia un mecanismo de
adsorcion adicional. Esto explica la mayor adsorcién de HIA sobre los 4 suelos con
respecto a los otros compuestos. Al pH de los suelos los grupos alcohdlicos y fenolicos
del acido hiumico con un pKa aproximado de 8, se asume que estan en forma molecular,
mientras que los grupos carboxilicos con un pKa de 5,2 coexisten en la forma molecular

y ani6nica, de esta forma se producen enlaces i6nicos entre el dcido himico ionizado y

la forma protonada de la HIA.
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En el caso del suelo Galvarino, éste se caracteriza por su bajo contenido de materia
organica y la presencia de minerales del tipo caolinita. En este mineral los enlaces de
hidrégeno pueden ser mayores para HIA que para los otros tres compuestos debido a la
forma ceténica de ésta, observada con frecuencia en arcillas. Ademas la acidez
superficial de la caolinita permite que se produzca el fendmeno de intercambio catiénico
con la HIA en forma protonada (Moreau y Kervevan, 1998). De esta forma se explica
que este suelo solo presente una gran adsorcion de HIA a diferencia de lo que pasa con
AT, DIA y DEA.

Los resultados obtenidos del estudio de las isotermas de los cuatro compuesios en
mezcla en los cuatro suelos, realizado con el fin de determinar los posibles fenémenos
de competencia por los sitios de adsorcion muestran una disminucion para DIA, DEA y
AT. A pesar de que también se observa una disminucién de HIA en los suelos ésta es
mucho menor que para los otros tres compuestos, sobre todo en el caso del suelo
Galvarino en donde ésta se mantiene sin variacion. La Figura 4.5 corresponde a las
isotermas de DEA en el suelo Cunco, tanto la realizada en forma individual como la
realizada en mezcla de los cuatro compuestos. Ademas se presenta la misma
comparacion para HIA. En éstos se observa con mayor claridad la diferencia en la
disminucion de DEA en el suelo Cunco, el cual contiene como ya se sefialé un alto
contenido de materia organica, sin embargo en el mismo suelo la adsorcion de HIA varia
muy poco. Como ya se ha visto, en la adsorcion de AT, DEA y DIA, predominan los
mecanismos basados en los contenidos de materia organica por lo que se genera una

competencia entre ellos, a diferencia de los mecanismos adicionales y de gran

importancia para HIA.
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Los antecedentes anteriores constituyen una base para el disefio y la interpretacion de

los resultados de los estudios del método de extraccion.

Isotermas individuales AT ®Mapocho| lisotermas individuales DIA " @Mapocho
| 16 - @®Cunco | 16 - @ Cunco
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Figura 4.4 Isotermas de los cuatro compuestos en forma individual en los cuatro
suelos
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Figura 4.5 Isotermas de deetilatrazina e hidroxiatrazina en suelo Cunco en forma
individual y en mezcla.
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4.5 Estudio de los parametros instrumentales del método de extraccién. “Screening
factor”

En la Tabla 4.8 se muestra la matriz de respuesta representada por los valores de

porcentaje de recuperacion de los cuatro compuestos para los 32 experimentos descritos

en la matriz experimental (seccién 3.6.5)

Tabla 4.8: Matriz de respuesta “Screening factor”

%o % % % Y% % %o %

exp DIA HIA DEA AT exp DIA HIA DEA AT
1 95,02 81,67 93,55 96,87 17 96,08 83,16 9586 97,49
2 96,70 86,65 96,02 97,73 18 95,77 83,15 97,66 98,69
3 96,13 8844 97,50 95,84 19° 97,77 8729 97,98 98,81
4 96,19 91,51 94,87 95,39 20 99,56 91,75 98,95 99,02
5 98,08 8441 96,71 97,30 21 95,60 84,48 9515 9543
6 98,44 8435 96,26 96,73 22 96,87 8528 9595 97,03
7 97,75 93,83 98,19 9849 23" 99.31 9417 99,18 99,49
8 99,03 93,40 98.75 99,00 24 9989 9462 9978 99,98
9 92,38 79,42 97,61 9747 25 95,13 79,05 9428 9721
10° 97,61 81,22 97,44 9596 26 98,55 84,62 9820 95,19
11 97,42 77,82 98,90 97,33 27 94,47 8581 96,32 92,96
12 96,29 87,51 96,47 99,29 28" 04,83 89,36 94,56 96,94
13 9596 84,74 97,12 95,15 29 96,86 86,89 96,06 9520
14" 95,89 81,83 97,46 96,03 30 95,62 85,78 98,73 98,01
15 97,48 85,03 97,99 94,87 31 96,42 89,83 9545 9448
16 96,97 83,31 9597 95,13 32 96,89 89,87 :+ 99,11 94,03

¥EXperimentos Tealizados en duplicado

Los porcentajes de recuperacion variaron entre 92,38 y 99,89 % para
deisopropilatrazina, 79,05 y 94,62 % para hidroxiatrazina, 93,55 y 99,78 % para
deetilatrazina y 92,96 y 99,98 % para atrazina.

A estos resultados se les realizé analisis de varianza (ANOVA) mediante el software
Statgraphics en la version 4.0, que permite describir el sistema mediante un modelo

lineal de primer orden, de esta forma se puede encontrar la relacién entre el porcentaje
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de extraccién de atrazina y sus metabolitos y las cinco variables que se estudiaron en el
disefio.

El error estimado es calculado por el Software a través de la siguiente expresion:

g Z (Xi1-Xi) 4.7)
2n

donde x;; y Xi2 son los experimentos realizados en duplicado, el primero y el replicado
respectivamente, n es el nimero de experimentos.

El analisis estadistico, entrega los efectos estimados de cada factor y de sus
interacciones. La significancia de los factores se obtuvo comparando el valor de los
cuadrados medios de los efectos v sus interacciones con el valor del estimado del error
experimental al cuadrado de donde se obtienen los valores de “p-value”. Si dichos
valores son menores que 0,05 se considera que el factor es estadisticamente significativo
a un nivel de confianza de 95 %. En este caso la hipotesis nula es que el efecto no es
significativo y el menor valor de “p-value” es evidencia de que la hipdtesis no se
cumple. Ademas para probar la idoneidad del modelo, se llevé a cabo el test de carencia
de ajuste o “Lac-of-fit”, de esta forma el analisis se hace mas sensible y se puede
discriminar la contribucion de cada factor en la variabilidad de los datos.

En la Tabla 4.9 se muestran los valores de los efectos de los factores y sus

interacciones.
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Tabla 4.9: Efectos de los factores y valor de probabilidad del andlisis de varianza
(ANOVA). “Screening factor”

factor DIA HIA DEA AT
efecto | p-value | Efecto | p-value | efecto | p-value | efecto | p-value

A: cantidad muestra 0,0841 | 0,6486 | 1,9199 | 0,0071 | 0,1133 | 0,5687 | -0,0102 | 0,9235
B: volumen disolvente | -1,5387 | 0,0000 | -3,2202 | 0,0001 | -0,3282 | 0,1235 | -1,9135 | 0,0000
C: potencia 1,4430 | 0,0000 | 2,7301 | 0,0002 | 0,9273 | 0,0008 | 0,2674 | 0,0260
D: temperatura 1,0028 | 0,0004 | 5,8353 | 0,0000 1,009 | 0,0006 | 0,3450 | 0,0098
E: tiempo extraccién | 0,0507 | 0,7869 | 0,3624 | 0,5912 | 0,8874 | 0,0014 | 0,2076 | 0,0800
AB -0,3155 | 0,1110 | 1,7556 | 0,0127 | -0,8099 | 0,0022 | -1,0405 | 0,0000
AC -0,7056 | 0,0033 | 0,1906 | 0,7722 | -0,1303 | 0,5124 | -0,4093 | 0,0032
AD 0,0318 | 0,8620 | 0,6836 | 0,3042 | 0,0892 | 0,6518 | -0,2130 | 0,0685
AE -0,4990 | 0,0225 | -2,2029 | 0,0028 | -0,5318 | 0,0231 | -0,4033 | 0,0039
BC -0,4250 | 0,0371 | 0,3611 | 0,5750 | -0,3517 | 0,0919 | -0,7694 | 0,0000
BD -0,5917 | 0,0103 | -2,1065 | 0,0043 | -1,3942 | 0,0001 | -0,8578 | 0,0000
BE 0,0836 | 0,6573 | -0,0793 | 0,9061 | -0,3231 | 0,1327 | 0,07699 | 0,4832
CD 0,0881 | 0,6329 | 0,2810 | 0,6699 | 0,3303 | 0,1180 | 0,1284 | 0,2437
CE 0,0162 | 0,9286 | -0,0594 | 0,9271 | -0,2746 | 0,1793 | 0.4110 | 0,0029
DE -0,0797 | 0,6780 | 0,4562 | 0,5081 0,1391 0,5029 | 0,4579 | 0,0021
Estimado del error 1,3488 1,9917 0,5847 0,3149

L.os valores en negrita representan 10s Factores SIgNIncativos,

La potencia y la temperatura son significativas para los cuatro compuestos con un

efecto positivo sobre la extraccion, mientras que el efecto volumen de disolvente fue

significativo para DIA, HIA y AT en sentido negativo lo que indica que el uso de un

menor volumen de disolvente induce a una mayor recuperacion, esto se puede atribuir a

que la energia de ultrasonido tendra una mayor eficiencia a medida que acttie sobre una

menor masa de disolvente. En el caso de DEA el efecto es muy bajo comparado con el

error estimado experimental. De los valores de los efectos estimados, se puede deducir

que la HIA es la que entrega mayor informacion sobre la influencia de los factores en las

posibilidades de recuperacién de los analitos. En los casos anteriormente mencionados,

puede sefialarse que a pesar del efecto significativo de algunos factores, ello no da lugar
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a diferencias muy importantes en los porcentajes de recuperacion, especialmente si se
tiene en cuenta que éstos superan en todos los casos el 92 %.

En las Figuras 4.6 a la 4.9 sc presentan los graficos de Pareto en donde se ordenan los
efectos estimados y sus interacciones en orden decreciente de importancia para los

cuatro analitos en estudio.

Griafico estandarizado de Pareto DIA

B:volumen de solvente
C:potencia
peratura

D:tem ﬁg

AE

BC

A:cantidad de muestra

E:tiempo de extraccion
CE

0 2 4 6 8 10
Efectos estandarizados

Figura 4.6: Grifico estandarizado de Pareto para DIA
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Figura 4.7: Griafico estandarizado de Pareto para HIA
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Figura 4.8: Grifico estandarizado de Pareto para DEA
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Figura 4.9: Grifico estandarizado de Pareto para AT
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4,6 Estudio de los factores relacionados con el comportamiento del plaguicida en la

muestra. Modelacion a través de superficie de respuesta

Luego de haber identificado los factores que tienen significancia en la diferencia en los

porcentajes de recuperacion observados en la matriz de respuesta del “screening factor’

?

para los cuatro compuestos, se optimizé el método de extraccion. En la Tabla 4.10 se

muestra la matriz de respuesta para el disefio experimental descrito en la seccion 3.6.6 el

cual se realiz6 usando la metodologia de superficie de respuesta.

Tabla 4.10: Matriz de respuesta. Superficie de respuesta

exp DIA HIA DEA AT
%rec %rec %rec %rec
1 48,16 0 44,50 | 51,32
3 50,68 0 45,93 | 47,49
3 51,22 0 46,91 | 52,76
4 88,89 | 59,25 | 70,36 | 76,62
5 86,09 | 58,80 | 68,70 | 74,08
6 89,31 | 56,25 | 71,31 | 79,14
7 91,90 | 57,88 | 80,92 | 76,72

8 91,06 | 57,94 | 82,47 | 84,41
9 9928 | 66,44 | 99,47 | 93,52

10 59,39 0 55,12 | 5521
11 61,28 0 53,29 | 57,56
12 60,34 0 54,21 | 53,39
13 92,17 | 55.89 | 68,53 | 7530

{J* expenimentos realizados en duplicado.

Los porcentajes de

recuperacion  variaron

exp DIA HIA DEA AT

— Yorec Y%rec Y%orec %rec
14 95,96 | 56,04 | 71,40 | 77,49
15 9553 | 61,48 | 71,65 | 75,38
16 75,07 | 59,07 | 83,43 | 74,60
17 85,66 | 63,30 | 89,78 | 87,64
18 97,49 | 71,72 | 96,38 | 92,86
19 59,03 0 58,61 | 55,84
20 56,65 0 56,68 | 56,23
21 57,77 0 54,08 | 57,78
22’ 72,10 | 49,37 | 59,92 | 57,39
23 96,69 | 56,92 | 69,72 | 79,50
24 96,37 | 66,00 | 74,18 | 82,03
25 9597 | 68,72 | 87,03 | 80,83
26 9909 | 71,42 | 87,20 | 93,22
27 99.80 | 73,99 | 98,53 | 94,50

]

entre 48,16 y 99,80 % para

deisopropilatrazina, 0 y 71,72 % para hidroxiatrazina, 44,50 y 99,47 % para

deetilatrazina y 47,49 y 93,90 % para atrazina.
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Nuevamente el andlisis de varianza evalua la significancia estadistica de los factores, de
esta forma se puede determinar si los factores son o no significativos a un nivel de
confianza dado. En este caso también se usé el nivel de confianza de 95 % (0=0.,05).
Para determinar la importancia de los factores analizados en este disefio se comparan los
valores de “p-value” o valor de probabilidad de cada factor con el valor de significancia
que en este caso corresponde a 0,05. La Tabla 4.10 muestra el andlisis de varianza

correspondiente al disefio experimental empleado.

Tabla 4.11: Efecto de los factores y valor de probabilidad del andlisis de varianza
(ANOVA). Superficie de respuesta

Deisopropilatrazina hidroxiatrazina
factor efecto p-value factor efecto | p-value
A: Concentracion 2,6806 0,3525 A: Concentracion 1,6732 0,1913
B: Relac agua:suelo 37,1501 0,0000 B: Relac agua:suelo | 65,8184 0,0000
C: Tpo de equilibrio 7,7941 0,0114 C: Tpo de equilibrio | 5,6858 0,0001
AA -3,2907 0,5087 AA 0,0358 0,9869
AB -2,6668 0,4617 AB 4,8790 0,0049
AC 5,0714 0,1566 AC 1,5338 0,3245
BB -30,2843 0,0000 BB -48,1481 0,0000
BC 4,2785 0,2420 BC 4,9275 0,0046
cC -3,3736 0,4982 CcC 1,1894 0,5866
Deethylatrazina atrazina
factor efecto p-value factor efecto _p-value
A: Concentracién 3,0125 0,0794 A: Concentracion 1,76 0,3989
B: Relac agua:suelo 37,1173 0,0000 B: Relac agua:suelo 32,51 0,0000
C: Tpo de equilibrio 7,0129 0,0003 C: Tpo de equilibrio 9,98 0,0001
AA -4,4934 0,1283 AA -2,49 0,4905
AB -3,8522 0,0755 AB -1,77 0,5008
AC 0,6616 0,7452 AC 4,44 0,0902
BB 2,0219 0,4765 BB -8,83 0,0187
BC 7,0944 0,0023 BC 7,08 0,0117
CC 0,9998 0,7287 CC -2,71 0,4738

os valores en negrita representan los Taclores significativos.

En la Tabla 4.11 se observa que para dos de los factores en los cuatro analitos, el valor

de probabilidad es menor que el valor de significancia 0,05; lo que nos indica que estos



factores, relacion agua:suelo y tiempo de equilibrio antes de la extraccion son
significativos para obtener un mayor porcentaje de recuperacion, siendo la relacién
agua:suelo la que tiene la mayor influencia. Se encontré para el andlisis de cada
compuesto, un coeficiente de determinacion R” de 90,52 % para DIA, 99,29 % para
HIA, 96,06 % para DEA, 92,69 % para AT, es decir el modelo empleado explica en
dichos porcentajes la variabilidad encontrada en los porcentajes de recuperacion de los
correspondientes analitos.

En las Figuras 4.10 a la 4.12 se presentan algunas de las superficies de respuestas
obtenidas en el andlisis. En ellas se observa con claridad cual es la importancia que

tienen los factores estudiados en la variacion de los porcentajes de recuperacion.

Superficie de respuesta HIA

% rec

-t E o d libri
-1 06 02 02 ry: L7 06 tiempo de equilibrio

relacién agua:suelo

Figura 4.10: Superficie de respuesta de HIA tiempo de equilibrio v/s relacion
agua:suelo
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Figura 11 : Superficie de respuesta de DIA, relacion agua:suelo v/s concentracion
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Superficie de respuesta AT

concentracion
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Figura 12 : Superficie de respuesta de AT, tiempo de extraccion v/s concentracion

Se observa la marcada influencia de la relacion agua:suelo para el equilibrio previo a la

extraccion, ademas de la influencia del tiempo que se agita la muestra para dicho

equilibrio. Para la obtencion de mayores porcentajes de recuperacion se debe utilizar una

relacion agua:suelo 1:1 y un tiempo de agitacion cercano a los 30 minutos. En el caso de

la hidroxiatrazina esto se observa con mayor claridad, por las caracteristicas del proceso

de adsorcion de ésta en el suelo y simplemente no se obtiene su recuperacion cuando la

relacion es 0:1. Cabe destacar que en este caso la contaminacion se realizo retirando el

excedente de las soluciones en equilibrio, secando y conservando las muestras en

condiciones similares al manejo que se daria en la manipulacion de muestras reales.



54

Ademas la cantidad a recuperar en esta situacion es la del plaguicida adsorbido en el
suelo y no la suma de éste mas el remanente en la solucién de equilibrio, como ocurriera
en el disefio experimental de “Screening Factor”. Ello explica que en el caso de HIA se
encuentren % de recuperacién menores que los obtenidos en dicho disefio. En el caso de
la superficie de respuesta correspondiente a AT, debe considerarse ademas que ésta se
ha construido sobre la base de la condicion de relacion agua:suelo 0,5:1 y por ello no se
observan los porcentajes optimos cercanos al 100 %. Ademas en la Figura se afirma el
hecho de que la concentracién con la que fue contaminado el suelo no tiene influencia en
relacion en cuanto a la recuperacion de plaguicida, ya que a las distintas
concentraciones, el porcentaje de recuperacion se mantuvo casi invariable.

El método definitivo consiste en el uso de 4 g de muestra, una relacién agua:suelo 1:1
p/v y un tiempo de 30 minutos para el equilibrio de la muestra antes de la extraccién, un
volumen de disolvente de 5 mL y una potencia de 8 y 80 °C para el bafio de ultrasonido

durante la extraccion.

4.7 Estudio de los variables ambientales en la eficiencia de la extraccion
En la Tabla 4.12 se presenta la matriz de respuesta para el disefio experimental descrito

en la seccidn 3.6.7 realizado con la metodologia de superficie de respuesta.



Tabla 4.12: Matriz de res

puesta. Estudio de los factores ambientales

% % %
experimento | recuperacién experimento | recuperacién experimento | recuperacion
1 98,05 10 96,17 18" 91,43
1 99,59 107 96,94 19 93.6
3 98,97 11 96,90 20 92.42
3 97.41 12 95,45 20 92,66
4 98,94 13 99,47 21 94,38
5 99,76 13 99,37 23 93,76
6 99,79 14 97,33 23 94,38
7 73,66 15 98,35 24 93,26
8 41,24 16 93,99 25 51,27
8 42,21 17 90,54 26 53,51
9 45,09 18 92,89 27 52,47

{ )¥ experimentos realizados en duplicado.

Como se puede observar los porcentajes de recuperacion variaron entre 41,24 y 99,79%.

Los menores porcentajes de recuperacion corresponden a la HIA, que como se ha

sefialado presenta los mayores valores de Ky entre los suelos. Los porcentajes cercanos a

un 50 % corresponden al suelo Cunco (experimentos 25, 26 y 27) vy los cercanos al

40 % al suelo Galvarino (experimentos 8 y 9, presentando un valor bajo, 73,7 %

también en el experimento 7). El resto de los valores son todos superiores al 90 % y

corresponden a AT y DEA en los tres suelos estudiados.

La Tabla 4.13 corresponde a los resultados derivados por el anélisis de varianza, en ella

se muestran los valores de los efectos estimados de los factores, y el valor de

probabilidad o “p-value” para un nivel de confianza dado de 95 % con un o <0,05.
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Tabla 4.13: Efectos estimados y valores de probabilidad del analisis de varianza
(ANOVA). Estudio de los factores ambientales

Factor I Efecto | p-value
Suelo -3,9796 0,0802
(% MO)
Contaminante -30,0718 0,0107
(pKa)
Tiempo de residencia -3,5307 0.,0902

Se observa que s6lo uno de los factores presenta un valor de probabilidad < 0,05 y es ¢l
tipo de contaminante. En una primera aproximacion, este efecto podria atribuirse a la
diferencia entre los valores de pKa de los contaminantes, factor que determina, como se

sefialé anteriormente las posibilidades de adsorcion de éstos.

% F 3
103 F =
93 F v
83 F 3
73 E :
-1.0 1.0 -1.0 1.0 -0 1.0
suelo pKa tiempo

Figura 4.13: Efectos de los factores sobre el porcentaje de recuperacion

En la Figura 4.13 se muestran los efectos de los tres factores sobre el porcentaje de
recuperacion. El efecto del pKa es negativo, al aumentar éste disminuye la cantidad que
se extrae del compuesto. En cuanto a los suelos, una de las propiedades importantes
que los diferencian es la cantidad de materia orgdnica, sin embargo en este caso no

resulto ser un factor significativo. Ello se explica a través de otros tipos de interacciones
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con la fraccién arcilla, como en el caso del suelo Galvarino que, aunque tiene un
contenido de materia organica bajo, que podria facilitar la extraccion, presenta los
menores porcentajes de recuperacion de hidroxiatrazina.
En cuanto al tiempo de residencia del compuesto en el suelo este no tiene influencia en
el porcentaje de recuperacién de los compuestos en la extraccion. Sin embargo se
observo que la HIA en el suelo Galvarino presenta un comportamiento particular en
cuanto al tiempo de residencia ya que el porcentaje varié de un 73 % extraido la primera
semana hasta cerca de un 40 % extraido luego de 2 meses. Ello indicaria la formacion de
residuos unidos, dificilmente extraibles mediante disolventes.
Con el objeto de describir mejor las interacciones que influyen en la eficiencia del
método para la recuperacion de compuestos con diferentes propiedades, se realizd un
andlisis de regresion empleando un modelo lineal, donde se incorporé el % de
recuperacion como variable dependiente y el valor de Kf obtenido para cada plaguicida
en cada suelo como variable independiente; se emplearon todos los datos teniendo en
cuenta que el tiempo de residencia no resulté ser un factor significativo.
Los resultados se encuentran en la Figura 4.14; en el grafico se incorporan los intervalos
de confianza a un nivel de 95 %. La ecuacion de regresion que describe esta relacion es:
% Recuperacion = 101,031 (+2,301) — 1,460 (+ 0,153) K¢
El coeficiente de correlacion (r) para esta ecuacion fue -0,8864 con un p-value < 0,01
mostrando que existe una alta correlacion entre las variables relacionadas. El valor de r’
fue 78,57 %. Del analisis estadistico, tres datos de los incluidos aparecen con valores de

residuales inusuales; aquellos de los experimentos 7, 25 y 27, el primero de ellos
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correspondiente a HIA con un tiempo de residencia en el suelo Galvarino de una semana
y los dos siguientes al mismo compuesto en el suelo Cunco, con un tiempo de residencia

de 1 semana y 2 meses, respectivamente.

Relacion entre Recuperacion y valor de Kf
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Figura 4.14: Efectos del valor de Kf sobre el porcentaje de recuperacién

La constante de Freundlich, aun cuando no permite una aproximacion clara a los
mecanismos e intensidad con que el adsorbato interacciona con el sustrato, permite
realizar un ordenamiento en cuanto a las capacidades de adsorcién de compuestos
organicos que presentan los suelos. De los resultados anteriores se puede concluir que el
valor de Kf es un antecedente complementario que debe ser considerado al interpretar
los datos obtenidos sobre la eficiencia de un método de extraccion de residuos en suelos.
Como conclusion final acerca del estudio del método de extraccion empleando
ultrasonido se puede indicar que la estrategia utilizada, que contemplo el uso de
diferentes disefios experimentales para la definicién de los factores que afectan su

eficiencia, ha permitido la obtencion de resultados 6ptimos de recuperacion. Ello se ha
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logrado considerando en el estudio  algunos factores relacionados con el
comportamiento de los contaminantes en suelos de diferente naturaleza, como también a
través de la incorporacion de compuestos de una misma familia pero presentando
diferentes propiedades fisico-quimicas y el uso de sistemas de contaminaciéon que
reproducen las condiciones de equilibrio en que la adsorcién del soluto se presenta en

un medio natural.
4.8 Preconcentracion en fase sélida
En la Tabla 4.14 se presentan los resultados obtenidos en los estudios de

preconcentracion en fase solida.

Tabla: 4.14: Porcentajes de recuperacion del ensayo de extraccién en fase sélida

Compuesto % rec % rec
0,022 (pg/mL) 0,044 ( (ug/mL)

Deisopropilatrazina 92,09 93,30

Hidroxiatrazina 98,49 100,65

Deetilatrazina 92,61 94,12

Atrazina 91,11 96,14

En el procedimiento de extraccion en las columnas Oasis MCX, el control del pH juega
un papel fundamental en la retencién y elucién de los compuestos en la columna. La
muestra se lleva a pH 1,5 de esta forma los compuestos se protonan siendo retenidos en
la columna como cationes, luego, para eluirlos se utiliza una solucién de metanol en

medio basico, el cual lleva a los compuestos a su forma molecular para ser recuperados.
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Los resultados obtenidos en el estudio de preconcentracion de las soluciones de
extractos de suelo, muestran que éstas presentan grandes ventajas como: los altos
porcentajes de recuperacion obtenidos para los cuatro compuestos que variaron entre
91,11 y 100,65 %, lo que indica ademas, que las columnas son muy eficientes para
determinar simultdneamente compuestos con distintas polaridades en matrices complejas
como es el caso de los extractos de suelo. En relacion con esto ultimo, se debe sefialar
que a pesar del fuerte factor de concentracion de los extractos (10 veces), el método de
separacion cromatografica entreg6 resultados de adecuada pureza espectral para cada
uno de los compuestos, es decir, no se produjo un aumento de co-cluyentes provocando
una interferencia en la determinacion cuantitativa de los compuestos de interés. Otra
ventaja es el reducido tiempo de andlisis necesario para obtener la preconcentracion.
Esto coincide con los resultados obtenidos por Peruzzi y col. (2000).

Se debe mencionar que éste es solo un estudio preliminar que indica que es posible
realizar otros estudios que contemplen la extraccion de DIA, HIA, DEA y AT a bajos
niveles de concentracion. Segin estos resultados se pueden alcanzar determinaciones de
los cuatro analitos realizando la extraccién en las condiciones establecidas para el
método en niveles de concentracion muy inferiores a 0,05 pg/g de suelo seco, los que

son esperables como residuos de acuerdo a las dosis de aplicacion de atrazina en suelos.



V. CONCLUSIONES

El método cromatografico desarrollado permite la determinacién de atrazina y de
los tres metabolitos simultdneamente, con una buena resoluciéon y en un reducido
tiempo de analisis.

El pH del vehiculo de inyeccion de la muestra tiene una gran influencia sobre la
sefial cromatogréfica de debido a la forma en que se encuentran los analitos.

Los parametros de calidad analitica obtenidos para la separacién en gradiente
indican que los valores de LOD y LOQ son apropiados para el estudio de los cuatro
compuestos a bajas concentraciones, obteniéndo también una respuesta lineal del
detector en el intervalo de concentraciones estudiadas.

Un mayor contenido de materia organica en los suelos induce a una mayor
adsorcion de atrazina y sus metabolitos.

Hidroxiatrazina presenta una mayor posibilidad de ser adsorbida en los suelos en
comparacion con los otros compuestos debido a su valor de pKa y a las
interacciones que se establecen con la materia organica y con algunos filosilicatos

de la arcilla en los suelos, como por ejemplo la caolinita.

La potencia y la temperatura del bafio de ultrasonido son significativas, a con un
efecto positivo en la extraccion de los analitos, a mayor potencia y temperatura se
obtiene un mayor porcentaje de recuperacion. La cantidad de solvente también es un

factor significativo con un efecto negativo en la extraccién.
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La presencia de agua y un mayor tiempo en la etapa de equilibrio de pre-extraccion
son fundamentales para obtener mayores porcentajes de recuperacion.

El método definitivo de extraccion, de acuerdo al disefio experimental, consiste en
¢l uso de 4 g de muestra, una relacién agua:suelo 1:1 p/v y un tiempo de 30
minutos para el equilibrio de la muestra antes de la extracciéon, un volumen de
disolvente de 5 mL y una potencia de 8 y 80 °C para el bafio de ultrasonido durante
la extraccion.

Los compuestos basicos que presenten un mayor valor de pKa presentan menores
valores de porcentajes de recuperacion, debido a sus mayores posibilidades de
adsorcién y formacién de residuos unidos tanto en suelos con un mayor porcentaje
de materia orgénica, como con presencia importante de minerales que participen
especificamente en dicho proceso.

Ademas del valor de pKa se debe tener en cuenta el valor de la constante de
Freundlich, Ky, para la interpretacion de los datos sobre la eficiencia del método de
extraccion.

Las columnas de extraccion en fase sélida Oasis MCX, presentan grandes ventajas
con porcentajes de recuperacion adecuados en la preconcentracion y recuperacion
simultdnea tanto de atrazina como de sus metabolitos, los cuales presentan muy
diferentes propiedades fisico-quimicas. Ello permitird la determinacion de los
cuatro analitos en niveles residuales, esperables en muestras de suelo sometidos a

tratamientos con el herbicida en condiciones de campo.
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ANEXO CALCULOS.

Cilculo del niimero de platos teéricos (N )

Se calcul6 el numero de platos tedricos N por medio de la ecuacion 4.1:

2
N = 36(Z—FJ
At

donde At corresponde a la diferencia entre €l final y el inicio de la integracion de un pico
y se obtiene directamente del cromatograma.

Por ejemplo para los resultados presentados en la tabla 4.2 para DIA a 1,5 mL/min de

flujo, remplazando en la ecuacion, se calculé N de la siguiente forma.

Flujo Compuesto | tretencion t inicial t final
mL/min
1,5 DIA 1,81 1,71 2,31

N = 36x(1,81/(2,31 —1,71) )* = 328
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Cilculo de indice de separacién (R)

Este calculo se realiz6 usando la ecuacion 4.2.

S-S
R :[ lS ]xl 00  (Verdu-Andrés y col, 2001)

1

Donde S, es la altura del pico y S representa la altura del valle entre el primer y segundo
pico, las cuales se miden directamente del cromatograma, la unidad de altura es Uv. Por

ejemplo para los resultados presentados en la tabla 4.4, el valor de %R para DIA

utilizando en gradiente 1, se calculo de la siguiente forma:

S;=9812Uv y S=1280 Uy

Reemplazando en la ecuacion obtenemos:

R = (9812 Uv-1280 Uv ) x 100 = 87 %
9812 Uv
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Calculo de isotermas de adsorcion.

Se determinaron las isotermas mediante la ecuacion:

1

LZoKf*C"  (46)

m
Donde x/m es la concentracion del pesticida adsorbida en el suelo, C es la concentracion
en equilibrio del pesticida en la fase acuosa, K; y n son constantes empiricas. La
constante n es una medida de la no-linealidad de la isoterma e indica la dependencia de
la adsorcion con la concentracion.
Para obtener Ky se grafico, en todos los casos, la concentracién en equilibrio del
compuesto en fase acuosa (C) versus la concentracion del mismo adsorbida por el suelo
(x/m). Para esto fue necesario calcular las concentraciones a partir de las areas
cromatograficas obtenidas.

Por ejemplo para la isoterma de atrazina en suelo Cunco, se realizd una curva de

calibracion:
Concentracién Area Curva de calibracién Atrazina © y=94155x + 145.39|
(pg/mL) R? = 0.9999
0,1 9638 | sonocs |
0,1 10242 400000 -
0,5 48288 350000 +
0,5 47678 3323333 '
1 93656 | | <500000 ]
1 92340 150000 -
2 188876 100000 -
2 187920 5ooog .
3 282082 ' ; T ,
3 281514 g ! Cozncentragian (ug/?ﬂ) ° ‘6)
4 379166
4 377834
5 467636
5 472810




70

En la siguiente tabla se presentan los valores de: concentracién inicial de la solucién
contaminante, el area medida en el andlisis cromatografico de las soluciones después del
tiempo de equilibrio y la concentracion de la solucién en equilibrio calculada a partir de

la curva de calibracién.

Tubo| C inicial Area medida | C en equilibrio
(ug/mL) (ug/mL)
1 1 67668 0.7171
2 1 68334 0.7242
3 2 139042 1.4752
4 2 139796 1.4832
5 3 216442 22972
6 3 215828 2.2907
7 4 291926 3.0989
8 4 290932 3.0884
9 5 373690 3.9673
10 5 373266 3.9628

La concentracion final de atrazina adsorbida en el suelo, fue calculada en pg/g de suelo
seco. Para calcular los gramos de suelo seco, se le resto el porcentaje de humedad (2,82

% Mapocho), por lo tanto, si se pesaron 2 gramos de suelo seco al aire, la cantidad de

suelo seco en cada tubo fue 1,95 gramos.

Luego la concentracion final de atrazina en el suelo se calculé con la siguiente relacion.

x/m = (Cfinal — Cinicial) x 1,95 gr de suelo seco

8 mL (solucion contaminante)

Los resultados obtenidos se presentan en la siguiente tabla.



Tubo| C inicial Cen Cini-Ceq x/m
(ng/mL) equilibrio (ng/mL) (ng/g)
(ug/mL)

1 1 0.7171 0.2829 1.1603
2 1 0.7242 0.2758 1.1312
3 2 1.4752 0.5248 2.1527
4 2 1.4832 0.5168 2.1199
5 3 2.2972 0.7028 2.8827
6 3 2.2907 0.7093 2.9094
/ 4 3.0989 0.9011 3.6961
8 4 3.0884 0.9116 3.7394
9 5 3.9673 1.0327 4.2359
10 5 3.9628 1.0372 4.2544

Finalmente se graficé concentracion de atrazina en equilibrio versus x/m.
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