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OBJETIVOS

Es un hecho perfectamente establecido que los pesticidas constituyen un grupo de
contaminantes que afectan a todo el ecosistema. Se han encontrado pesticidas en las mas
insdlitas partes de nuestro planeta, en la leche de los mamiferos, en las focas del Baltico
y, evidentemente, en las aguas, en el suelo y en los productos vegetales. El vector de

introduccidn de los pesticidas en el ecosistema es su aplicacion en la agricultura.

En la actualidad existe una verdadera preocupacion por los efectos nocivos derivados de
la utilizacion de pesticidas en la agricultura, por lo que el control de los mismos en el
medio ambiente es fundamental. Todo ello ha hecho que sea necesario desarrollar
metodologias analiticas que permitan la determinacion de pesticidas en muestras

medioambientales, alimentos, etc.. a niveles de concentracion muy bajo.

El anélisis de muestras medioambientales para los contaminantes organicos siempre es
un procedimiento complicado en el que estan involucradas muchas etapas. La exactitud
y la precision de los datos generados no depende solamente de los aparatos
cromatograficos usados si no que esta basada en la acumulacién de una serie de etapas
previas que incluyen la estrategia de muestreo, almacenamiento y pretratamiento de la
muestra, técnicas de extraccion utilizadas, y a veces es necesario limpieza (clean-up) y

preconcentracion de la muestra.

La investigacion que se recoge en esta memoria ha tenido como objetivo el desarrollo
de nuevos métodos analiticos para la determinacion de pesticidas por cromatografia de
gases con detectores NPD (nitrégeno-fosforo), ECD (captura electrénica), MS
(espectrometro de masas) en muestras medioambientales, asi como la evaluacion de un

material para la remediacion de espacios contaminados con pesticidas.
Los objetivos mas relevantes a desarrollar del presente trabajo son los siguientes:

> Conocer si existe penetracion y la posible degradacion natural de atracina y
cuatro pesticidas organofosforados aplicados en naranjas, con el fin de poder evaluar el

posible indice de riesgo en el consumo.

> Desarrollo de nuevos procedimientos de tratamiento de muestras contaminadas

con atracina y cuatro pesticidas organofosforados que sean répidos, simplifiquen y
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reduzcan el tiempo de los ya establecidos a la vez y que proporcionen una extraccion
cuantitativa para ser determinados mediante cromatografia de gases. Con este fin se
desarrollard dos meétodos analiticos utilizando la técnica de extraccidn asistida por
microondas (MAE) y la microextraccion en fase sélida (SPME), métodos conocidos por
su posibilidad de automatizacion y disminucion de los reactivos necesarios para el

proceso.

» Un objetivo adicional es la corroboracién de la utilidad y eficacia que supone la
utilizacion de disefios estadisticos, y mas concretamente de disefios factoriales, como
modelo de ajuste de superficies de respuesta en los procesos de optimizacion de técnicas

analiticas.

> EIl desarrollo y evaluacion de procesos eficientes, nuevos, sencillos y baratos
basados en el empleo de tierras diatomeas para la eliminacién de contaminantes
organicos (Pesticidas) en aguas medioambientales y lugares seriamente dafiados por el
impacto industrial y por las actividades urbanas. Un conocimiento profundo sobre el
tema implicara conocer las isotermas de adsorcion de ciertos pesticidas, asi como
evaluar la estabilidad/degradacion de pesticidas inmovilizados y su potencial de

desorcién en funcién de las condiciones del medio.
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Con el afan de obtener cada vez mayores rendimientos, las practicas puestas en juego
por la “agricultura moderna” fueron el origen de efectos graves al agroecosistema
(plagas resistentes, desequilibrio edafico, polucion medioambiental), a la calidad
intrinseca del producto (presencia de residuos toxicos, pérdida de sabor), y al ser
humano (exposicion a residuos quimicos, enfermedades cronicas), convirtiéndose en un

sistema insostenible a largo plazo.

Es un hecho evidente, que la lucha quimica contra las plagas de los cultivos agricolas ha
prestado y sigue haciéndolo, magnificos servicios al agricultor. Los resultados
obtenidos en el mantenimiento y aumento de sus cosechas, fundamentalmente a partir
de la década de los cuarenta gracias al descubrimiento y aplicacion de los pesticidas, ha
hecho que su empleo en la actualidad sea de tal magnitud, que para la mayoria de sus
usuarios, la utilizacion de otros métodos de lucha haya quedado relegada a simples
posibilidades por considerarse de menor efectividad. Es de destacar el aumento en la
produccion de estos compuestos entre 1945 y 1975, en el que se paso de las 100,000

Tm. a 1.800.000. Hoy dia, la produccion supera ampliamente los 2.000.000 de Tm.

La continua necesidad de producir mas alimentos es el origen del aumento de la
demanda de estos productos. Los datos disponibles ponen de relieve que en los Gltimos
afios se ha producido un incremento de pesticidas del 4-5 % anual e incluso superior en

los paises desarrollados.

Esta informacién, pone de manifiesto que la utilizacion de los pesticidas agricolas,
entendidos como agentes quimicos para proteger los cultivos, es en el momento actual
importante y necesaria. Sin esta defensa es indudable que se produciria un colapso en
los rendimientos de la produccién agricola. La Organizacion para la Alimentacion y la
Agricultura de Naciones Unidas (FAO) ha calculado que el cese del empleo de los
pesticidas en los E.E.U.U., reduciria el rendimiento de las cosechas y del ganado en un

30-40 % y aumentaria el precio de los productos agricolas en un 50-70 %.

Sin embargo también es cierto, que el uso de los pesticidas no esta exento de problemas.
Estos productos quimicos se preparan deliberadamente para ser toxicos frente a

determinados organismos, siendo esta la razon de su utilidad comercial. No obstante, en
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numerosas ocasiones su empleo produce efectos muy negativos en los seres vivos, tanto

en humanos como en animales.

Los residuos de pesticidas pueden constituir, en ciertos casos, una importante fuente de
contaminacion en las zonas donde se emplean durante tiempos mas o menos largos. Su
movilidad a través del aire, su acumulacion o transformacion en el medio donde se
aplican y el hecho de que puedan introducirse en la cadena alimentaria, constituyen un
tipo de riesgos que deben ser comparados con los posibles beneficios que producen.
Necesariamente y para evitar estas acciones tdxicas de los pesticidas, hay que tomar las
debidas precauciones y regular su uso mediante normativas que deben ser conocidas por

Sus usuarios.

El hecho de que la toxicidad por via oral sea la mas nociva respeto a la peligrosidad de
un determinado pesticida, ha motivado que las distintas administraciones de los paises
hayan regulado el contenido maximo de los pesticidas en los productos vegetales listos
para el consumo. Estas regulaciones se han establecido basandose fundamentalmente en
estudios toxicolégicos con animales y en otros criterios técnicos, entre otros la dieta
media de cada pais. Asi, hoy dia los limites maximos de residuos (LMR) para los

distintos productos alimentarios estan regulados.

Logicamente, los pesticidas ideales serian aquellos que fueran altamente especificos y
activos de forma que permitan controlar y destruir con rapidez gran nimero de plagas
sin perjudicar la flora y fauna beneficiosas; es, ademas, deseable que su persistencia en
el suelo o sobre el cultivo tratado sea corta, permitiendo recoger una cosecha sin
problemas de residuos ni posibles efectos nocivos para el consumidor a los pocos dias
de su utilizacion. Por ultimo, es ademas importante que su fabricacion sea

econdémicamente rentable.

Desgraciadamente en la actualidad no se dispone de ese pesticida ideal. Todos los
actualmente en uso presentan ventajas e inconvenientes y ello justifica en parte, no sélo
su gran numero, sino también los numerosos estudios realizados para dilucidar y

comprender su comportamiento en los distintos medios en los que pueden encontrarse.

En este Gltimo aspecto hay que sefialar, que durante muchos afios se ha prestado una
atencion preferente, a conocer su dinamica en plantas y animales y a establecer los

principios generales de los métodos y técnicas utilizables para el control de sus residuos
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en los alimentos. Paralelamente, y sobre todo en las Gltimas decadas, la investigacion se
ha orientado en gran parte a conocer también su comportamiento en el suelo, debido a la
gran capacidad de interaccién con este medio. Hay que tener en cuenta, que los
pesticidas en el suelo tienden a permanecer en él mucho méas tiempo que en las plantas o
en animales, ya que comparativamente los seres vivos provocan su metabolizacion o
dilucion de forma mas rapida. Hoy en dia también se ha orientado la investigacion a
conocer nuevos métodos de eliminacion, limpieza y/o descontaminacion (remediacion)

de aguas y suelos contaminados con pesticidas.

Resulta dificil recopilar y exponer todos los aspectos que plantea el comportamiento de
estos residuos en el medio ambiente, ya que la bibliografia existente sobre el tema es

muy extensa.

Conscientes de estas limitaciones en las paginas siguientes se trataran solo los aspectos
mas importantes, relacionados con el comportamiento de los pesticidas en el medio

ambiente.
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A. LOS PESTICIDAS EN EL MEDIO AMBIENTE
A.l.- ASPECTOS QUIMICOS DE LOS PESTICIDAS
I.A.1.-Pesticidas: Definicion, clasificacién y mecanismos de accion.

La definicion de pesticidas incluye cualquier compuesto o mezcla de compuestos que
se aplique sobre un terreno agricola para destruir, mantener alejados, prevenir o limitar
la accion de hongos, insectos, hierbas y en general, de plantas, animales o
microorganismos que puedan afectar al desarrollo, rendimiento y conservacion de los

productos cultivados.

Estos productos quimicos pueden clasificarse en funcion de su finalidad. Asi se
denominan insecticidas los que se usan contra los insectos, herbicidas contra las

malezas, fungicidas contra los hongos y rodenticidas contra los roedores.
Herbicidas:

Las plantas no deseadas que crecen en los cultivos constituyen uno de los problemas
clasicos en agricultura, contra las que el hombre lucha mediante el empleo de

herbicidas.

Desde el punto de vista de su naturaleza quimica hay mas de 12 familias de
compuestos quimicos que se usan como herbicidas. Hay herbicidas selectivos que solo
matan algun tipo de plantas y otros no selectivos que matan toda la vegetacion. Entre
los selectivos los hay que eliminan las plantas con hoja ancha mientras que otros

eliminan las gramineas.

En la actualidad se emplean herbicidas muy variados que se aplican por lo general
directamente sobre el terreno cultivado, o sobre las hojas del vegetal, originando en
ambos casos, una acumulacion mas o menos grande del producto en los

correspondientes suelos.

Los herbicidas presentan mecanismos de accion muy variados pudiendo actuar por

diferentes vias simultaneamente o de distinta forma segun la concentracion. En la tabla
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1 se indican los principales mecanismos de accion de los tipos de herbicidas mas

representativos.

Tabla 1.- Mecanismos de accion de los herbicidas.

Tipo de herbicida Mecanismo de accion
Triacinas Bloqueo o inhibicion de la fotosintesis.
Carbamatos Alteracion de la mitosis.

Inhibicion de la divisién celular.

Ureas Inhibicion de la reaccion de Hill.
Cloroacetamidas Interfiere en la germinacion.
Aminotriazoles Destruccion de la clorofila.

-Compuestos triacinicos. Son herbicidas de espectro muy amplio que en algunos
casos exhiben una accién selectiva. Debido a su baja toxicidad en la actualidad se
aplican en cultivos muy extensos, tales como el maiz, y en el tratamiento contra plagas

que atacan a las plantas de raices profundas, como el olivo, los citricos, el café, el té, el

cacao, etc....

Los herbicidas derivados de las triacinas inhiben la fotosintesis, las triacinas presentan

la siguiente estructura quimica general:

N En triacinas, R1=Cl y Ry, R3= grupos aminos

La atracina, introducida en 1958, es hoy dia uno de los herbicidas mas usados y cuya
estructura se muestra en la Figura 1, es el herbicida méas utilizado en los cultivos de

maiz. Otros compuestos de este tipo de elevado uso son la simacina y el prometrin.
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Figura 1.- Estructura quimica del herbicida atracina.

Otros tipos de herbicidas, como derivados fendlicos, bipiridinicos, fenoxiécidos,
nitroanilinas, acidos policlorofenoxiacéticos, organofosforados, derivados de la urea
etc..., son también de suma importancia en la proteccion de los cultivos y en general

poseen un amplio espectro de accion sobre la mayor parte de las malas hierbas.
Insecticidas:

Los insectos escarabajos, orugas, moscas y mosquitos entre otros, son los que
ocasionan mas plagas, causan grandes dafios en las cosechas y transmiten
enfermedades. Mas de la mitad de los pesticidas que se emplean pertenecen al grupo

de los insecticidas.

Desde hace muchos afios los hombres han utilizado distintos tipos de sustancias
Ilamadas insecticidas de la primera generacion tales como cenizas, azufre, compuestos
arsenicales, tabaco molido, cianuro de hidrogeno, compuestos de mercurio, zinc y
plomo, etc. para luchar contra los insectos. Estos son productos en general muy
toxicos, poco efectivos en la lucha contra la plaga y muy persistentes en el ambiente
(hasta 50 afios), hoy dia se usan muy poco e incluso bastantes de ellos estan prohibidos

por su excesiva toxicidad.

Los avances de la ciencia y de la industria quimica hicieron posible la aparicion de
insecticidas mejores denominados de segunda generacién. Son un conjunto variado de
moléculas que se clasifican en grupos segun su estructura quimica. Las tres familias

mas importantes son los organofosforados, los organoclorados y los carbamatos, los

10
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cuales suelen aplicarse para atacar los insectos, larvas y huevos que viven y se

desarrollan en el terreno.

Muchos insecticidas deben su actividad a que alteran el sistema nervioso de los
insectos, otros acttan alterando su metabolismo y otros son tdxicos protoplasmaticos o

estomacales.

Con el fin de ofrecer una perspectiva general y resumida de los principales
mecanismos de accién de los insecticidas, en la tabla 1.2 se indican esquematicamente

dichos mecanismos.

Tabla 2.- Modo de accion de los insecticidas.

Grupo Subgrupo Ejemplos
Neurotoxicos Anticolinesterasicos Organofosforados y Carbamatos.
Alteradores de la |DDT, ciclodienicos, piretroides.

permeabilidad idnica

Bloqueadores de los | Nicotinoides.
receptores de acetilcolina

Inhibidores Inhibidores de la |Rotenoides, dinitrofenoles, CO, -SH,
metabolicos respiracion

Los insecticidas mas conocidos son los siguientes:

-Organofosforados . Los organofosforados pueden considerarse como derivados del
acido fosforico (H3PO,), siendo en gran parte ésteres. Son compuestos solubles en
agua y facilmente hidrolizables, por lo que presentan una baja resistencia en el medio
ambiente. La mayoria de los insecticidas organofosforados presentan la siguiente

estructura quimica general:
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Donde los grupos R son metilos o etilos, mientras que el grupo X puede ser alifatico,
homociclico o heterociclico, estando unido al atomo de fésforo directamente o a través
de un atomo de oxigeno o de azufre. La Figura 2 muestra la estructura quimica de

algunos de los insecticidas organofosforados mas importantes.

0
S J( S
Cl__N._ _OP(OCH,CH,) S I
U 2792 N-CH,SP(OCH,),
| INE
cI NP CHOo N
Clorpirifos Metidation
CH _
3 O,CH:CH3
CH{—S O~1PI—NH-C|H—CH1
R gy
3
Fenamifos

Figura 2.- Estructura quimica de algunos insecticidas organofosforados.

Los insecticidas tiofosforados constituyen un grupo importante en esta familia,
presentando una estructura quimica similar a la de los derivados fosforados. La
presencia de un atomo de azufre ligado al fosforo (en lugar de oxigeno) confiere a
estas moléculas una mayor estabilidad quimica. Asi, por ejemplo, los compuestos
tiofosforados se hidrolizan mucho menos y por ende pueden ser utilizados en medio
acuoso. El paration es uno de los compuestos mas conocidos de este grupo y su
utilizacion a escala mundial se halla muy difundida. La Figura 3 muestra las
estructuras quimicas generales de los tres subclases de los insecticidas

organofosforados y algunos ejemplos especificos.
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Estructura general Ejemplo especifico

Tipo A: fosfonatos R—*Qfxli’f—O—CHa CC12=CH—O—‘|’—O_CH3
O—CHx O—CH;
diclorovos

. . 1 I
Tipo B: tiofosforados R_Q;;i[)_o_CH3 ozN--<©>—o—1|>—OCHZCH3
=

O—CH; OCH,CH;
paration
- Ol L P—O—CH
Tipo C: fosforotioltionatos R—Sfll"*—o—CHs R“S_I_ s
O—CHj O—CH;,
donde R=
o)
/
—CH CHZC\
OCH;CH/,
malation

Figura 3.- Tipos de estructuras quimicas de insecticidas organofosforados.

Los organofosforados (malation, paration, etc.) son muy toxicos para el hombre, poco
persistentes (dias) y se eliminan en la orina. Su toxicidad es equiparable a la del
arsénico, la estricnina o el cianuro. Se usan mucho en agricultura y actGan sobre el
sistema nervioso de los insectos, inhibiendo la accion hidrolitica de la encima
acetilcolinesterasa. Esto produce la acumulacion de acetilcolina en las terminales
nerviosas, provocando un exceso de estimulacion, lo cual conduce a un ritmo cardiaco

irregular y a la muerte.

Carbamatos: Los carbamatos son insecticidas menos utilizados, aunque su actividad
bioldgica resulta ser muy similar a la de los derivados fosforados. La diferencia
fundamental es que en estos compuestos tal actividad depende mucho de la posicién de

los grupos sustituyentes presentes en la molécula y de la esteroisometria. En general
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actlan por contacto. Los de uso mas frecuente son los N-metilcarbamatos, entre los

cuales cabe mencionar por su mayor difusion al carbaril.

La estructura quimica general de los carbamatos es la siguiente:

/CH3

\CH3éH

Los carbamatos (por ejemplo el carbaril, de nhombre comercial Servin; o el propoxur,
Ilamado Baygon, etc.) son poco persistentes (dias) y se eliminan en la orina. Son poco
toxicos para el hombre pero menos eficaces en su accion como pesticidas que los
organofosforados. Se usan menos en agricultura y mas en interiores, como insecticidas

caseros, etc.

Insecticidas cloroorganicos. Estos productos cubren algunas familias de compuestos
de importancia histérica, desarrollados poco antes y durante la Segunda Guerra
Mundial. Los méas conocidos son el DDT(y sus derivados).

ElI DDT ha sido sin duda el pesticida mas popular durante varias décadas y su accion
puede considerarse de tipo general, dado que ataca a casi todos los insectos. Los
principales inconvenientes ligados al uso de este producto son su elevada estabilidad
quimica, que favorece la acumulacion del DDT en el medio, y el hecho de su empleo
masivo durante muchos afios, que ha dado origen al desarrollo de un gran numero de

especies resistentes. Actualmente su empleo esta prohibido.

Derivados ciclodiénicos: Su utilizacion ha sido cuestionada por parte de la OMS
(Organizacion Mundial de la Salud), ya que esta establecido que estos productos se

acumulan en los érganos de los mamiferos y son toxicos para los seres humanos.

El poder insecticida de esta familia, con compuestos tan conocidos como el clordan,
aldrin, heptaclor, es muy elevado, pero su utilizacion masiva crea muchos problemas

debido a su gran persistencia en el medio ambiente.

Derivados del piretro: Las caracteristicas mas favorables de estos compuestos son las
de ser facilmente degradables en el suelo y no presentar efectos tdxicos notables sobre

la salud humana. En general son moléculas bastante estables al aire y a la exposicion
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de la luz solar. Entre los compuestos mas difundidos de este grupo cabe mencionar al

permetrin.
Fungicidas:

Los fungicidas se aplican selectivamente a aquellos cultivos que han perdido la
resistencia natural al ataque por parte de hongos, tratandose normalmente las
enfermedades producidas por este tipo de paréasitos a nivel de las hojas. Algunos se
utilizan para proteger la superficie exterior de distintas partes de la planta (no
penetrante), mientas que otros pueden entrar en el vegetal a través de las raices y llegar
al follaje por via interna. Existen asimismo algunas clases de agentes micostaticos de

tipo inorganico, principalmente sales de niquel, cinc, cobre, cromo, mercurio.
I.A.2.-Propiedades fisico-quimicas

Las propiedades fisico-quimicas de los pesticidas son las que determinan en qué modo
influyen, su movilidad en el medio ambiente, y con qué grado de eficacia es posible
eliminarlos segun los diversos métodos existentes. La evaluacion de estas propiedades
depende en gran medida de su solubilidad, de su presion de vapor y del coeficiente de

reparto, asi como de su estabilidad y/o capacidad de degradacion.

Los coeficientes de reparto son valores empiricos que describen de que forma se
distribuye una sustancia quimica en dos medios distintos. Los coeficientes de reparto
de agua-octanol, agua-suelo y liquido-vapor son los mas importantes, en la gestion de

los residuos.

El coeficientes de reparto agua-octanol es una constante adimensional definida por la

formula:
Kow = Co/C
en donde Co = concentracion en octanol y C = concentracion en agua.

Este coeficiente sirve, por ejemplo, para conocer la cantidad de sustancia que sera
absorbida por los organismos acuaticos. Los valores de Kg, pueden encontrarse en un
intervalo de hasta diez 6rdenes de magnitud, abarcando desde 10 hasta 10" . Este

coeficiente es de especial utilidad a la hora de calcular el destino y traslado de
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sustancias quimicas, y esta en relacion con los coeficientes de adsorcion del suelo, el
factor de bioconcentracion (FBC) y la solubilidad en agua. Las sustancias quimicas
con menor valor Kqy (< 10 ) se consideran hidrofilicas, asi como por poseer una baja

capacidad de adsorcion en el suelo y un reducido FBC.

El coeficiente de reparto de agua-suelo, K, sirve para medir la capacidad de una
sustancia quimica para ser adsorbida por el suelo o por los sedimentos, y se puede

establecer como:
Kp=XIC
en donde X= concentracién en el suelo
C = concentracién en agua

Debido a que la adsorcion de sustancias quimicas organicas por el suelo es debida a su
contenido en materia organica, el coeficiente de reparto de carbono organico, Ky,

puede establecerse del siguiente modo:
Koc = Cc/C
en donde Cc = concentracion adsorbida
Koc puede ser deducido a partir de Kp:
Koc = Kp /o
En donde f,. = fraccion de carbono organico del suelo (no dimensional)

Ky, es esencialmente el mismo que el coeficiente de adsorcion Freundlich (mg/g). K,y
Koc estan en funcién del contenido de carbono organico, y son relativamente
independientes del suelo o sedimentos especificos. Los calculos estimados de Ky Koc
pueden ser muy variables, y debe prestarse especial atencion al aplicar estos
parametros. Como muestra la tabla 3, el valor de K puede ser calculado partiendo de

diversas propiedades fisico-quimicas.

El coeficiente de reparto liquido-vapor es funcion de la temperatura, de la presion del

vapor, de la presion atmosférica, de la composicion del liquido y del vapor, y del
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compuesto en concreto. La ley de Raoult para disoluciones ideales y la ley de Henry

para concentraciones bajas son casos especificos del coeficiente de reparto.

Tabla 3.- Correlacion entre el ko y las propiedades quimicas [1].

Tipo de sustancia |NUmero de componentes |Ecuacion

quimica guimicos

Pesticidas 45 Log ko = 0.544 log K,y + 1.377
Aromaticos 10 Log Ko = 1,00 log Kqy, 0.21

El factor de bioconcentracion. El factor de bioconcentracion, FBC, muestra cuanto
pesticida es susceptible de acumularse en los organismos acuaticos. Se puede calcular

a través de la expresion:
FBC = Corg/C
En donde Corg = concentracion equilibrada en un organismo

El factor de bioconcentracion es fundamental en la evaluacion de riesgos de los
pesticidas. Su valor por lo general esta asociado al contenido en lipidos del tejido
animal y varia entre distintas especies. Asi, por ejemplo, el Pimephales promelas tiene

un valor del FBC mayor que el de la trucha [2].

Sorcidn es el proceso por medio del cual el pesticida se traslada de una fase a otra atravesando
una barrera. EI proceso de sorcion depende del tipo de sorbente, tipo de sustancias quimicas y

medios.

1.A.3.- Efectos de los pesticidas en el medio ambiente, en la agricultura y en los seres

Vivos.

Los efectos de los pesticidas estan directamente relacionados con la resistencia genética,
las alteraciones que producen en el ecosistema, su acumulacion en la cadena trofica y

finalmente sobre el ser humano.
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Resistencia genética

Un problema relacionado con el empleo de pesticidas es la llamada resistencia genética,
la cual se produce porque entre los muchos individuos que componen la poblacion de
una plaga algunos poseen genes que hacen que el pesticida no sea toxico para ellos por
lo que soportan la accién del pesticida sin morir. Por otra parte, las nuevas poblaciones
de la plaga heredan el gen de resistencia y la accion del pesticida contra ellas sera
mucho menor. La aparicion de resistencia trae consigo la necesidad de aumentar la dosis
necesaria para conseguir el mismo efecto y con ello un incremento de los efectos
indeseables derivados de su aplicacion. En Australia, este fenémeno ha causado que el

tratamiento con fenamifos resulte ineficaz [3].

Como con los insectos las generaciones de plagas se suceden unas a otras con rapidez y
la resistencia genética aumenta. Es por ello que los insectos han evolucionado a un
mayor grado de resistencia frente a diversos pesticidas: de mas de 2000 especies de

plagas, cerca de 400 han desarrollado la resistencia.
Alteraciones en el ecosistema

Otro de los principales problemas asociados al uso de pesticidas es el que éstos no sélo
maten a la plaga, sino también a otros insectos beneficiosos como abejas y otros
organismos. De esta forma pueden hacer desaparecer a los enemigos naturales de la
plaga o provocar que estos se trasladen a otros lugares porque ya no encuentran
alimento en ese campo Yy, después de un breve periodo, la poblacion de la plaga rebrota

y ademas en mayor cantidad que antes al no tener enemigos naturales.

Un hecho que esta adquiriendo cada vez mas atencion dada su importancia economica,
ecologica y agricola es la desaparicion de especies Utiles para la agricultura, impidiendo,
por ejemplo, la polinizacion de plantas que necesitan la accion de insectos
especializados. Las abejas productoras de miel o las abejas silvestres se encuentran
entre las victimas de envenenamiento por pesticidas y de ahi que su poblacion esta en

descenso.

Un ejemplo tipico lo constituye las consecuencias causadas por el empleo del dieldrin

para matar a los escarabajos japoneses, el cual caus6 ademas la muerte de un gran
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numero de pajaros, conejos, ardillas, gatos e insectos beneficiosos. Desde entonces el

uso de dieldrin ha sido suprimido en algunos paises.

La disminucién de poblaciones de aves y la alta mortalidad indican que la salud
ambiental y, por consiguiente, la de los organismos que dependen de ella, sufre a causa
del uso y abuso de los pesticidas. En este sentido, se ha detectado desde disminucion de
las aves cantoras a comienzos de los afios cuarenta, de los halcones peregrinos, de las
aguilas pescadoras y de otras aves rapaces, a partir de los afios sesenta, hasta las muertes
mas recientes de més de un 5% de la poblacion mundial de gavilanes de Swainson

durante el invierno de 1995.

Se estima que de la cifra aproximada de 672 millones de aves expuestas anualmente a
pesticidas en las tierras agricolas de los Estados Unidos, un 10% muere (considerando
solo las aves que habitan en las tierras agricolas y por tanto que mueren
exclusivamente por ingestion de pesticidas). La extension total de fatalidades entre las
aves causadas por pesticidas es sumamente dificil de determinar pues la mayoria de

muertes pasa inadvertida [4].

Paralelamente se ha demostrado que la exposicion al acefato, un organofosforado,
puede interferir en la capacidad de un ave adulta para orientarse en la direccién

adecuada para emigrar.

Hasta ahora, han encontrado casi 40 especies de pesticidas letales para las aves, de los
que solo un 25% ha sido prohibido su uso en los Estados Unidos y la mayoria siguen
utilizandose en otros paises. Entre los pesticidas para las aves se incluyen: diazinon,
forato, clorpirifos, carbofuran, paration, monocrotofés, isofenfos, aldicarb, y

azinfosmetilico.

El empleo de otros pesticidas ha ocasionado, también, la desaparicion de otras especies
animales. Asi por ejemplo, un estudio publicado en Canada mostrd el caso de que su
empleo sobre los bosques en ese Pais, a mediados de los afios 1970, llevd a una
disminucion dréastica en la poblacion de salmon atlantico (un 45% de reduccion en el

salmon pequefio, un 77% de reduccion en el salmon grande)[5].

Las alteraciones en el ecosistema citadas han provocado, en algunas ocasiones, que

organismos que hasta ese momento no eran plagas, al desaparecer otras especies que
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mantenian controlado su numero, se hayan convertido en nuevas plagas muy dificiles de
eliminar. Asi, por ejemplo, cuando se uso el DDT para controlar unos insectos que
destruian los limoneros, como consecuencia indirecta se origin6 una plaga nueva con un
insecto chupador que ataca a las plantas y que no era problematico antes del tratamiento
con DDT.

Acumulacién en la cadena tréfica (Bioacumulacion)

Algunos pesticidas tienen estructuras quimicas muy estables y tardan afios en
degradarse en formas menos toxicas. En las zonas en las que su empleo es continuo su
concentracion aumenta con el tiempo. En muchos casos estos productos son, ademas,
dificiles de eliminar por los organismos vivos por ser poco solubles en agua y tender a
acumularse en los tejidos grasos. Cuando los organismos vivos que se han contaminado
con los pesticidas son ingeridos por otros, el producto contaminante se va acumulando
en mayores proporciones en los tramos finales de la cadena trofica. De esta forma un
pesticida que se encuentra en concentraciones muy bajas, no peligrosas, en un bosque o
un lago, termina estando en concentraciones de decenas o cientos de veces mas altas en
los tejidos grasos de los animales, como aves rapaces o peces 0 mamiferos depredadores
que estan situados en lo més alto de la cadena trofica. Un ejemplo grafico se muestra en
la figura 4.

Cuando se utilizan las reservas de grasa con gran rapidez, como ocurre durante la
migracion de las aves, si existen suficientes pesticidas organoclorados acumulados,

éstos pueden liberarse en el cuerpo hasta causar la muerte.

AVES DE RAPINA
10 ppm

’.#: M, -m_ L »
qsﬁzgkifygjezf. ==
v =~
T PECES (MAR)
0.5 ppm

INVERTEBRADOS
" ACUATICOS PLANCTON
PLANTAS 0.001 ppm 0.0003 ppm
AcuaTicas | ©-C01 pPem I

AGUA DULCE AGUA DE MAR
0.00001 ppm 0.000001 ppm

Figura 4.-Concentracion del DDT a través de una cadena alimenticia preferentemente
acuatica.
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Accidn de los pesticidas sobre el hombre

La salud humana puede verse afectada por los pesticidas en dos aspectos diferentes. Por
un lado la toxicidad cronica derivada de una prolongada exposicion a dosis muy bajas
de uno o varios de estos productos, provocada generalmente por la ingestion de
alimentos que los contienen, y por otro, la toxicidad aguda causada accidentalmente en

su manipulacion o aplicacién o por intentos suicidas.

Los conocimientos que se tienen sobre ambos tipos de toxicidad son muy diferentes. La
intoxicacion crénica es mucho mas dificil de estudiar pues suele afectar a grupos
heterogéneos de poblacion, no existe certeza sobre la dosis ingerida y existen muchos
factores dificiles de controlar (ingestion de una o varias sustancias, tiempo de ingesta,
en qué orden, etc.). Ademas, los efectos aparecen a largo plazo y muchas veces su
inespecificidad hace que se confundan con otros problemas o enfermedades de los

afectados.

Los problemas derivados de toxicidad aguda son mas concretos, se conocen con mejor
precision el o los productos implicados, los efectos son inmediatos o casi inmediatos y

la sintomatologia es también mucho mas especifica y definida.

Por ello la toxicidad crénica y los efectos desconocidos que de ella puedan derivarse
(infertilidad, carcinogénesis, mutagénesis, etc.) es la que mas preocupa. Los casos de
intoxicacion derivados de accidentes, podian evitarse en gran medida respetando las
normas de seguridad para la fabricacion, transporte, almacenamiento, aplicacion de

pesticidas, y la eliminacién de sus envases.

El nimero de personas que mueren por pesticidas es bajo pero decenas de miles de
personas se envenenan con ellos todos los afios padeciendo sintomas mas o menos
graves incluyendo la aparicion de cénceres. La mayoria son agricultores u otras
personas, en especial las poco experimentadas en su manejo, pertenecientes a paises en

vias de desarrollo, son las que mas sufren estos percances.

Dado que en el mundo actual todos estamos expuestos diariamente al contacto y a la
ingestion de pequefiisimas cantidades de pesticidas y otros productos artificiales,
algunos autores sugieren que las consecuencias para la humanidad, a largo plazo,

pueden ser serias.
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En un estudio sobre residuos de pesticidas en la orina se detectaron metabolitos de dos
pesticidas organofosforados: las personas examinadas se encontré clorpirifos en un
82%, y paration en un 41% [6]. Investigadores en USA y Canada publicaron la
deteccion de pesticidas en el liquido amnidtico en un 30% de una muestra de 9 mujeres

embarazadas [7].

Entre las enfermedades y problemas de salud que pueden originar los pesticidas se
encuentran la disminucién de la fertilidad, aumento en el nimero de canceres,
malformaciones congénitas, etc. Aungue no hay evidencia de que esto sea asi, tampoco
hay completa seguridad del efecto que este conjunto de sustancias pueden producir en el

ser humano a largo plazo.

El metil paration es el pesticida mas ampliamente detectado en peras, manzanas,
melocotones y habichuelas enlatadas y congeladas. A finales del afio 1998 la EPA
establecié que la presencia de metil paration en alimentos representa un riesgo
inaceptable pero no tomd accion alguna para prohibir o reducir su uso [8]. Los
mecanismos de actuacion de los pesticidas en la salud humana son variados.
Generalmente acttan disolviéndose en la membrana lipidica que rodea a las fibras
nerviosas, interfiriendo en el transporte de iones a su través, modificando la accion de

algun enzima del metabolismo.

La fijacion de las sustancias toxicas a las enzimas, o0 a otro tipo de receptores, inicia
una cadena de acontecimientos no explicados aun en su totalidad. Sin embargo, se sabe
que éstas interfieren con los efectos no beneficiosos de las reacciones bioquimicas
habituales del cuerpo humano o dan lugar a reacciones metabdlicas anormales que
tienen como consecuencia una respuesta toxica. Esta respuesta puede consistir
simplemente en efectos a corto plazo, como dolores de cabeza o nduseas, pero también
puede acarrear consecuencias fatales, como en el caso del cianuro, que disminuye el
intercambio de oxigeno a nivel celular hasta el punto de colapsar las funciones del

sistema nervioso provocando fallos respiratorios.

Los efectos toxicos de los pesticidas organofosforados pueden inhibir la
acetilcolinesterasa. En las terminaciones nerviosas la liberacién de acetilcolina provoca
la contraccion de las fibras musculares, pero activa también ciertas zonas del sistema

nervioso auténomo[9]. Con el fin de evitar una accién prolongada y excesiva, la
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enzima acetilcolinesterasa presente en las terminaciones nerviosas divide la
acetilcolina en &cido acético inactivo y colina. La exposicion a un compuesto
organofosforado como el paraoxdn (un metabolito del paration) puede inhibir la accion
de la acetilcolinesterasa (ACE), permitiendo por tanto la acumulacién de acetilcolina
en las terminaciones nerviosas. Como consecuencia, pueden surgir contracciones
bronquiales, un aumento en la salivacion, la contraccion de los musculos blandos
(ejecutores de las funciones involuntarias), y retorcimientos y calambres en los
musculos esqueléticos [10]. En la Figura 5 se refleja la hidrélisis normal de la
acetilcolina y el efecto inhibidor causado por el pesticida paraoxon.

Acetilcolina
C~ C [N
¢ —N*—C—C—0—C—C C N*—C—C—OH C N*—C—C—OH
__c Colina
anionica  Posicion anionica  Posicion anionica  Posicion C—C-—-C
esteratica esteratica esteratica
ACE Acido acénco
Hidrélisis normai de la acetilcolina por la ACE
NO,
Paraoxén
N pr0eC 0—C—C
/_\,* Ho | ~0—C—C O——Pi :C
Posicion 1 O Posicién N 0—C O,N OH
anionica  Posicién aniénica  Posicién /O
esteratica esterética
ACE Acetilcolinesterasa inhibida irreversiblemente Paranitrofenol
Bloqueo de la hidrolisis de la acetiicolina por el paraoxon

Figura.5- Inhibicion de la enzima acetilcolinesterasa (ACE) por el organofésforo [11].

I.A.4.-Distribucion y movilidad de los pesticidas en el ambiente

Otra fuente de problemas en el uso de pesticidas es que, en muchos casos, no
permanecen en el lugar en el que se han depositado originalmente sino que, a veces, se

trasladan a grandes distancias a través del agua, del suelo y del aire.

La distribucion y localizacion de los pesticidas en el medio ambiente conlleva el

estudio de los procesos fisicos que controlan el transporte y la difusion de los
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compuestos artificiales producidos por la actividad humana en el suelo, en el aire y en

el agua.

Contaminacion del suelo con los pesticidas

El suelo es el lugar al que con méas probabilidad van a parar los residuos originados por
la actividad antropogenica. La presencia de sustancias ajenas al medio edafico puede
conllevar serios problemas para el medio vivo gque sustenta, los cuales, ademas, pueden
proyectarse a otros seres vivos indirectamente relacionados a traves de la cadena

tréfica.

El papel que tienen ciertos componentes del suelo es el de depurar, reteniendo algunos
contaminantes por adsorcion fisica, interaccion quimica, o transformacion mediante

determinadas reacciones quimicas.

Un pesticida se puede aplicar directamente al suelo, en solido o en disolucion
rociandolo por encima de las hojas de las plantas. En este ultimo caso, una parte del
pesticida persiste absorbido sobre la superficie de la planta, mientras que el resto se
disuelve o se arrastra por el agua de lluvia, hasta incorporarse al suelo. Una vez en el

suelo, el pesticida puede migrar a través de éste y pasar a las aguas subterraneas.

La facilidad con que se lleve a cabo este desplazamiento depende de la naturaleza y de
las propiedades quimicas de los pesticidas, de la formulacion, del método de aplicacion
del pesticida y del entorno en que se aplica (existencia de pendientes, grado de drenaje

del terreno, etc...), asi como del tipo de las especies de cultivos.

La relacion entre el uso intensivo de los agroquimicos y la contaminacion de los
recursos hidraulicos a nivel mundial no consiguio motivar el interés cientifico hasta el
inicio de los afios setenta. La contaminacion del agua subterrdnea con los diversos
pesticidas aplicados en la agricultura era virtualmente desconocida, pues se suponia
que los pesticidas y los fertilizantes se degradaban en condiciones naturales a través
del suelo, evitandose de esta forma que alcanzaran las aguas subterraneas. Hoy dia, sin
embargo, esta claro que la utilizacién de estos pesticidas, pueden afectar en forma

significativa la calidad del agua subterranea.

En principio se puede asegurar que aquellos que sean poco solubles en agua, poco

volatiles y quimicamente estables, permanecen largos periodos de tiempo en el suelo.
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La cantidad de pesticida que se elimina por lixiviacion, depende de la retencion del

pesticida, en el suelo, de su transformacion quimica o biolégica y de su volatilizacion.

De acuerdo con los estudios realizados por la Agencia de Proteccion Ambiental del los
Estados Unidos (EPA) [12], han sido detectados aproximadamente 77 pesticidas
diferentes en el agua subterranea de ese pais, destacando entre ellos atracina, alaclor,
aldicarb, diurén, metaclor y simacina. El transporte de los pesticidas tiene lugar
principalmente en la fase acuosa, gracias a que muchos de los productos empleados
presentan solubilidades mayores a los 10 mgL™ y son comercializados como
formulaciones solubles en agua [13]. La atracina presenta una solubilidad moderada en
agua (33 mgL™) y muestra una movilidad media en el suelo, sin embargo, la de otros
productos como 2,4-D (4cido 2,4-diclorofenoxiacético) es muy superior (900 mgL™),

lo que junto a sus propiedades quimicas, han facilitado su aparicion en aguas [14].

La retencion del pesticida en el suelo viene gobernada por el complejo proceso de
adsorcion, el cual aumenta con su contenido en materia organica. Los acidos humicos

son los que presentan en concreto, una mayor capacidad de retencion de pesticidas.
Movimiento de los pesticidas en el suelo.

El movimiento de los pesticidas en el suelo puede tener lugar a través de los procesos
siguientes: Difusion, lixiviacion, erosion, volatilizacion, asimilacion por animales y

microorganismos del suelo.

Difusion. La difusion es el proceso mediante el cual, un pesticida se desplaza a través
del suelo, debido a su energia térmica, de puntos de mayor a menor concentracion.
Este movimiento se puede dar tanto en la fase gaseosa del suelo como en la liquida o

en el aire de la fase inter sélida [15].

En realidad, se han efectuado pocos estudios en campo sobre este tipo de movimiento
y los resultados disponibles derivan de experimentos realizados a nivel de laboratorio.
Los factores que mayormente afectan a la difusion son los siguientes: El coeficiente de
difusion, la solubilidad y la densidad de vapor del pesticida, asi como la temperatura,
el contenido en agua y la porosidad del suelo; y finalmente, la capacidad de adsorcién
en el suelo [16]. De todos los factores apuntados, los admitidos como mas importantes

son la adsorcion, la temperatura y el contenido de humedad del suelo.
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Un incremento de la adsorcién reduce la difusion. Por consiguiente, todos los factores
que a su vez influyen sobre la adsorcion ejerceran también una clara influencia en la
difusion. Altos contenidos en materia orgénica, arcillas u 6xidos de hierro y aluminio
en la tierra incidiran en la disminucion de la difusion del pesticida. Mientras que el
aumento de la temperatura tiende en general a aumentar el coeficiente de difusion y la
presion de vapor del pesticida por lo que, un aumento de ésta se traduce en un

incremento de la difusién [17].

Por otra parte, la difusién aumenta con el porcentaje de humedad en el suelo. Este
hecho fue demostrado por SHEARER y cols. [15], quienes pusieron de manifiesto que
la difusion de lindano en un suelo limoarcilloso, era muy superior al del suelo seco,
presentando un maximo con un contenido en humedad del 4%. Conclusiones similares
se obtuvieron en estudios con dimetoato [16] y con herbicidas como atracina y

triasulfuron[17].

Lixiviacion. La lixiviacion de los pesticidas a traves del suelo por efecto de la lluvia o
del riego es un proceso frecuente. En estos casos, el movimiento del pesticida puede
realizarse asociado a su disolucion en agua, su suspension o emulsion. La magnitud del
proceso, que puede ser cuantificado en cierta medida mediante experimentos de
laboratorio utilizando columnas de suelo a las que se aplica el pesticida objeto de
estudio [18] o por cromatografia en capa fina del suelo [19] depende de la naturaleza
del pesticida y sobre todo, de la composicion coloidal del suelo y de sus posibilidades

de adsorcion.

Es evidente, que los resultados obtenidos en el laboratorio mediante las técnicas
anteriormente citadas no pueden ser totalmente extrapolados al campo y solo pueden
aceptarse como aproximados, ya que otros factores como son flujo de corriente de
agua, caracteristicas del perfil del suelo y contenido de agua, cationes adsorbidos a los
coloides, concentracion de sales, pH del suelo, mayor o menor facilidad de
degradacion del pesticida, solubilidad, etc...., pueden influir notablemente en su

movimiento [20].

Los experimentos en campo dirigidos a evaluar las pérdidas de pesticidas por
lixiviacion y los efectos contaminantes que pueden producir han sido escasos, debido

probablemente a las dificultades que presenta su realizacion. La importancia del tema 'y
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la necesidad de incidir en estos estudios se ha puesto de manifiesto en publicaciones
recientes [21]. Todo ello ha dado lugar, a que en los Ultimos afios vayan apareciendo

trabajos realmente interesantes en este sentido [22].

Erosion. Como ya se ha indicado, los pesticidas estan intimamente asociados a las
particulas del suelo, fundamentalmente, por adsorcion. Estas particulas pueden actuar
por tanto como portadoras del pesticida cuando se desplazan, mediante el proceso de

erosion, por el viento y el agua [23].

En general, los pesticidas mas facilmente desplazables son aquellos que presentan una
baja movilidad, como es el caso de los organoclorados. Su traslado, depende de la
cantidad de pesticida adsorbida por el suelo. Los mas facilmente adsorbibles suelen ser
menos erosionables. En este sentido, un alto contenido coloidal contribuye en gran

manera a disminuir la erosion.

Volatilizacion. La volatilizacion de pesticidas del suelo y subsiguiente dispersion en la
atmosfera constituye un proceso bastante frecuente. La importancia que bajo el punto
de vista ecoldgico y econdmico tiene este proceso, se ve reflejada por el elevado
namero de trabajos publicados en las dos Gltimas décadas con el fin de concretar los
factores que lo regulan [24]. Se demuestra que la volatilidad potencial de los pesticidas
estd intimamente relacionada con su presion de vapor, pero su volatilidad efectiva esta
controlada en gran manera por la temperatura, composicion coloidal, contenido en
agua y pH del suelo; otros factores importantes son la naturaleza del pesticida, su
concentracion en el suelo y el grado de adsorcion que presente. Las temperaturas

elevadas favorecen su volatilizacion excepto en el caso de suelos secos.

Contrariamente la adsorcidn, reduce la volatilizacion, hecho comprobado en suelos con

alto contenido en materia organica.

El proceso de vaporizacion incrementa con el contenido en agua en los suelos, lo cual
es debido a un incremento de la presion del vapor resultante al ser desplazado el
pesticida de la superficie del suelo por el agua [25]. Algunos productos de degradacion
se volatilizan bastante facilmente, lo que constituye una via para su eliminacion de los
suelos. Diversos estudios en este aspecto han mostrado que los productos de

degradacion del DDT y Lindano son notoriamente mas volatiles que ellos mismos.
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Asimilacion por macroanimales y microorganismos del suelo. Muchos animales
que desarrollan su ciclo vital en los suelos agricolas son capaces de asimilar un notable
namero de pesticidas, concentrandolos en sus organismos por encima de los niveles

ambientales.

Wauchope (1978)[13] demostré que una cantidad importante de los pesticidas se
pierde, en la agricultura, por desplazamiento superficial y/o lixiviacion cuando se
adiciona grandes cantidades de agua (bien sea por riego o lluvia) [22]. Es por ello que
la cantidad de pesticidas empleada en cultivos intensivos, y la aplicacién de riegos
frecuentes, da lugar a la aparicion de escenarios como el antes descrito, y justifican el
estudio del transporte y lixiviacion de agroquimicos bajo estos escenarios de alto

riesgo.
Contaminacion del agua con los pesticidas

El agua es un compuesto esencial para el desarrollo de la vida de nuestro planeta. A
pesar de ello, el agua de consumo es un bien que empieza a ser escaso, debido al

aumento creciente de la poblacion mundial.

El agua dulce esta, fundamentalmente concentrada en lagos, rios y lagunas, en una

proporcion que no llega al 0.5% del agua total presente en la biosfera.

La situacion es mas complicada si se tiene en cuenta que una buena proporcion de
estas aguas superficiales estd contaminada por el vertido indiscriminado de residuos
generados por la actividad del hombre en centros urbanos e industriales. Esto hace que
la disponibilidad de agua potable se reduzca y que se tenga que recurrir a métodos
costosos de tratamiento para extraer los residuos y evitar dafios indirectos en el

ecosistema.

Los pesticidas se pueden presentar en este medio ya sea disueltos, en suspension o en

emulsiones que suelen formar en presencia de tensioactivos.

La movilizacion de los pesticidas en las aguas superficiales de los rios, arroyos y
torrentes permite el desplazamiento de estos compuestos hasta distancias
considerables. En este aspecto, se ha estimado que el rio Mississipi contribuye
anualmente al golfo de Méjico con una masa de 16 tonelada de atracina, 71Tm.

simacina, 56 Tm. metolaclor y 18 Tm. alaclor [26].
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Los procesos de acumulacion pueden tener lugar cuando el contaminante transportado
entra en los lagos, donde la corriente es menor, o presenta sedimentacion de sélidos en
suspension. La figura 6 muestra las distintas vias de ingreso de los contaminantes en

un medio acuatico.

APLICACION

TERRENO

SEDIMENTO

Figura 6.— Entrada y distribucién de los pesticidas en un medio acuatico.

Ay B : evaporacion, C: filtracion, D: transporte en las aguas subterraneas; E: lavado;
F: precipitacion atmosférica; I: compuestos adsorbidos sobre terreno; 11: compuestos
disueltos; 111: compuestos adsorbidos sobre particulas de sedimento.

Los pesticidas en la atmdsfera

El destino inicial de éstos residuos es la atmdsfera, medio en el que éstos pueden
desplazarse junto con las masas de aire, transformarse por medio de reacciones
quimicas, disolverse en el medio acuoso de las nubes, precipitar y retornar otra vez a la

superficie terrestre, etc.

En abril del afio 1999, investigadores suizos [27] pusieron en evidencia que gran parte
de la lluvia que cae en Europa contiene niveles tan altos de pesticidas que el agua de
lluvia seria ilegal para el consumo como agua potable. La lluvia que cae sobre Europa
contiene niveles relativamente altos de atracina, alaclor y otros pesticidas agricolas

comunmente usados en las tierras de cultivo.
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La atmdsfera es un medio muy complejo, en el que concurren fendmenos
meteoroldgicos y quimicos que hacen incierto el comportamiento de los residuos
vertidos. Debido a la gran movilidad de los compuestos en la atmosfera, los efectos de
los residuos pueden alcanzar extensas zonas del planeta, a través de la volatilizaciéon y
del transporte por el viento, pueden llegar a depositarse a centenares 0 miles de Km de

distancia en las zonas mas frias.

Los pesticidas considerados como compuestos organicos semivolatiles (SOC’s) con
presiones de vapor a temperatura ambiente entre 10y 10™° atm y que muy a menudo
se adsorben bastante sobre las particulas solidas, aparecen en el aire como vapores 0
como componentes del polvo atmosférico pudiendo posteriormente depositar sobre el

suelo.
I.A.4.1- Estabilidad de los pesticidas

Cuando un pesticida es liberado en el medio ambiente interacciona con los
componentes bioticos y abidticos de éste, sufriendo transformaciones en su estructura,
capaces de modificar profundamente sus caracteristicas fisico-quimicas y su accién

bioldgica.

La degradacion del pesticida dara lugar a nuevos compuestos que pueden ser menos
toxicos que la sustancia original (inactivacion o destoxificacion), o por el contrario,

mas toxico que el original (activacion).

Las reacciones de degradacion son muy variadas (oxidacién, reduccién, hidrolisis,
sustitucion, eliminacion de grupos funcionales, etc.) y pueden originarse mediante

agentes organicos (principalmente bacterias del suelo), e inorganicos.

Algunos pesticidas pueden ser retenidos o asimilados por los vertebrados,
invertebrados y microorganismos que habitan en el suelo. Una vez finalizado el ciclo
vital de estos organismos, los pesticidas y sus metabolitos volveran al suelo donde
seran finalmente degradados. El pesticida que queda asi incorporado al suelo, entra en
un ecosistema dinamico e inmediatamente empieza a degradarse «in situ», a moverse
del sistema inicial a otros sistemas, 0 a mantenerse en él con su estructura original o

mas o menos transformado, durante un periodo de tiempo variable.
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Su desaparicion del suelo transcurre de acuerdo a la ley cinética de primer orden, tal y

como puede apreciarse en la figura 7.

Fase de LATENCIA

\ Fase de DISIPACION

Fase de PERSISTENCIA

Concentracion de pesticida

L 4

Tiempo

Figura .7- Cinética de la degradacion de los pesticidas en el suelo.

Se pueden diferenciar tres fases: Una primera que puede denominarse de «latencia», de
duracion corta y en la que el pesticida mantiene constante una determinada
concentracion; una segunda, relativamente rapida en lo que respecta a su desaparicion
del suelo llamada de «disipacion»; y finalmente, la tercera més lenta, conocida como
de «persistencia». Esta Ultima es la responsable de lo que se conoce como
«persistencia del pesticida», y se expresa en unidades de tiempo. Dependiendo de su

extension se hablara de horas, dias, meses e incluso afios [13].

El término més corrientemente utilizado para expresar la persistencia es el denominado
«tiempo de vida media Ti», que se define como, el tiempo necesario para la
disipacion de la mitad de la cantidad inicialmente presente en el suelo. En
determinados casos, algunos autores consideran mas correcta la utilizacion del término
«tiempo de desaparicion» expresado como TDsg, TD7s y/o TDgy, que indican
respectivamente el tiempo necesario para la desaparicién del 50, 75 o 90% de la

concentracion inicial del pesticida aportado o presente en el suelo [28].

Los procesos responsables de la degradacion pueden ser: procesos fisicos, quimicos y
microbioldgicos, los procesos de adsorcidon y el de desorcion coloidal son los que
condicionan la magnitud de los deméas [15]. La figura 8 presenta un esquema general
de estas relaciones.
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, Plaguicida
Atmosfera aportado
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Figura 8.- Representacion esquematica de la dinamica de los pesticidas en el suelo.

Es importante por consiguiente, conocer estos procesos asi como los factores que
condicionan su permanencia en el suelo, ya que mientras los pesticidas que se eliminan
facilmente o son completamente degradados se convierten en inofensivos, aquellos
otros que permanecen o son parcialmente transformados y persisten, pudiendo pasar en

algunos casos a otros sistemas, son los que verdaderamente deben controlarse.
Transformaciones y degradaciones de los pesticidas en el suelo.

El proceso de adsorcion de los pesticidas en el suelo, es el responsable en gran parte de
su permanencia y acumulacion, mientras que, su degradacion o descomposicion

conlleva la desaparicion del pesticida en el suelo.

Son tres los procesos que merecen destacarse en este apartado:

* Descomposicion fotoquimica.
* Degradacion quimica.
* Degradacion microbioldgica.
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Hay que sefalar, que las degradaciones quimica y microbiologica estan intimamente
relacionadas entre si, y en la mayoria de los casos es dificil establecer una concreta
independencia entre ellas, ya que los factores que pueden influir son mayoritariamente
comunes. Por ello ambos tipos de degradacion pueden agruparse y tratarse en su

conjunto como reacciones bioquimicas.

Para un estudio exclusivo de la primera, se requeriria previamente la destruccion de los
microorganismos del suelo mediante técnicas de radiacion o esterilizacion. Pero ello
supondria también, la eliminacion de otros sistemas cataliticos que influyen
notablemente en la degradacion, asi como una notable alteracion del estado natural del

suelo como medio de reaccion.

A pesar de que la fotodescomposicidn, posee algunos puntos de conexion con la
degradacion bioquimica las notables diferencias existentes entre ambas, aconseja su

estudio independiente.

La degradacion del pesticida en el suelo puede tener lugar de diferentes modos. En el
caso de suelos arcillosos, la adsorcion del pesticida sobre las particulas que constituyen
el suelo, puede favorecer su degradacion, debido a que las particulas de arcilla
catalizan la reaccion de oxidacion de los pesticidas, gracias a la formacién de enlaces

quimicos entre éstos y las particulas.

En otras ocasiones, la degradacion del pesticida se inhibe cuando éste se adsorbe sobre
las particulas de otro tipo de suelos, sobre todo si éstas bloguean la entrada de oxigeno
y humedad, necesarios para que transcurran los procesos quimicos de degradacion.
También, se ha de tener en cuenta que la actividad del pesticida puede disminuir a
consecuencia de la intervencién de determinados microorganismos presentes en el
suelo como por ejemplo, hongos, bacterias, etc. Estos organismos, son capaces de

degradar los pesticidas segln su naturaleza quimica.

La actividad bioldgica de estos organismos es maxima en las capas superficiales del
suelo. Normalmente, en la transformacion de los pesticidas intervienen enzimas, que
utilizan reacciones de oxidacion-reduccion, hidrdlisis, hidroxilacion, desalquilacion,

deshalogenacién, etc...

33



Los pesticidas en el medio ambiente

Las transformaciones quimicas que puede sufrir un pesticida son muy variadas. Una de
las principales es la oxidacién, la cual tiene lugar en las capas méas superficiales del
suelo, por ser las que estan mas aireadas. Asi, entre otras transformaciones posibles, el
enlace P=S de los pesticidas organofosforados, se transforma en P=0. Por ejemplo, el
metil paration sufre esta oxidacion demostrando poseer un tiempo de vida corto (3-4

dias ) en aguas naturales [29] (ver figura 9).

Metil-paraxon
e}

S " .
ozNOoﬁ(OCHa)z E— OZN—Q_O"(OCHa)z ~ 4-nitrofenol
R . \ 5 NO,
Metil-paration / : < > o

S

; 8 7
OzNO—‘OP(OCHQCHg)z ——> OoN OP(OCH,CH,),

Figura 9.- Degradacion de metil-patation y etil- paration.

El efecto de los procesos fotoquimicos, particularmente para los pesticidas fotoactivos,
como son los acidos fenoxiacéticos, también debe tenerse en cuenta. No obstante, este
ultimo proceso es mas significativo cuando el pesticida permanece disuelto en las
aguas superficiales y no en el suelo, puesto que alli la incidencia de la radiacion solar

es mayor.

La facilidad de degradacion de un pesticida también depende de su estructura
molecular, porque esta ultima desempefia un papel muy importante determinando su

comportamiento en cuanto al poder de absorcion de la radiacion solar [30].

En general, los mas resistentes son los organoclorados y entre éstos los fenol-bencenos

altamente sustituidos. Entre los menos resistentes estan los organofosforados.

Si bien adn se necesitan muchos estudios para conocer con mas detalle la naturaleza y
el mecanismo a través del cual tiene lugar las interacciones entre un contaminante y el

sustrato htmico del suelo.
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Degradacion de organofosforados: Estos compuestos, en general, se hidrolizan tanto
por via enziméatica como no enzimatica, facilmente. Su estabilidad frente a la accion
hidrolitica aumenta, segin la naturaleza de los enlaces, en el orden: anhidrido o
halogenuro, alcohoxi y amido, oxifosfatos, tiofosfatos y fosfonatos, también la
radiacion ultra violeta es capaz de producir isomerizacion de los ésteres fosforicos para

dar derivados mas toxicos [31].

Los cortos tiempo de vida medio observados para algunos pesticidas organofosforados
se atribuyeron al efecto de la radiacion solar [32]. Los procesos fotoquimicos pueden

tener lugar en la superficie del suelo o en las zonas cercanas a la superficie del agua.

La degradacion microbioldgica tiene lugar principalmente a través de reacciones
metabolicas; el microorganismo utiliza el pesticida como fuente de energia y para
producir el carbdn necesario para el crecimiento. En la figura 10 se muestra un ejemplo

de una biotransformacion de pesticidas organofosforados.

S
[ _o—cH,—cH | _o-cH
a. _N_o—p_ P a._ N_ _o—p] ’
I@( 0—CH,—CH, @ “So—cH,
Cl Cl Cl Cl
Clorpirifos Metil-clorpirifos
l desulfuracion l
I u
0—CH,—CH. 0—CH:
ca N_ _O —P< : ? a N_ O ——P<
Cl Cl C1 Cl
Clorpirifos-oxon Clorpirifos-metil-oxon
hidrdlisis
Ci Cl
3,4,5-tricloro2-piridinol

Figura 10.- Biotransformacion de pesticidas organofosforados (clorpirifos y metil-clorpirifos)

en organismos acuaticos.
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1.B.-Remediacion de espacios contaminados

La prevencidn de la contaminacion del suelo y agua deberia ser un objetivo primordial
para la conservacion del medio ambiente, ya que una vez que los recursos se
contaminan la restauracion de su calidad es siempre muy dificil y costosa. Muchos
paises han dirigido sus esfuerzos a minimizar la contaminacion con pesticidas y, en

algunos casos se ha tratado de remediar zonas altamente contaminadas.

La biosfera atentda de forma natural la contaminacion, esto es, posee la capacidad de
disminuir, transformar o eliminar del medio ambiente sustancias peligrosas de origen
natural o antropogenico [33]. La remediacion es una disciplina de reciente desarrollo
que intenta descubrir qué especies tienen propiedades descontaminantes, donde residen
y coOmo operan esas propiedades a nivel fisiolégico o bioguimico, y como se puede
manejar dicho conocimiento con fines practicos de proteccién ambiental [34, 35]. La
mayoria de las técnicas disponibles para la remediacion de suelos y aguas contaminadas
estan siempre agrupadas en dos grandes grupos: in situ y ex situ, estas técnicas incluyen

la descontaminacion fisico-quimica y la biorremediacion.

En la tabla siguiente (tabla 4) se recoge un breve resumen de las diferentes
posibilidades de remediacion divididos en los dos grandes grupos definidos

anteriormente.

Tipo de Remediacion In Situ Ex Situ
Destruccién/Detoxificacion| Vitrificacion Incineracion
Bio/Fitorremediacién Biorremediacion
Separacidn/Recuperacion | Extraccion por vapor Desorcion térmica
Aurrastre por aire Lavado de suelo
Inmovilizacion Solidificacion/Estabilizacion| Solidificacion/Estabilizacion
Adsorcion/Absorcion Adsorcion/Absorcion

Tabla 4.- Tecnologias de recuperacion de espacios contaminados.
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A continuacion, se detallan las caracteristicas mas significativas de cada una de las

tecnologias mencionadas arriba.
I.B.1. Descontaminacion con procesos fisico-quimicos

Los procesos fisico-quimicos descritos en este capitulo incluyen tecnologias que pueden
ser utilizadas en el reciclado y tratamiento de residuos peligrosos, tanto en depuracion
de aguas subterraneas como en recuperacion de suelos. A continuacion se describiran

los caminos o vias mas usadas y conocidas de descontaminacion.

Vitrificacién. Es un proceso donde el suelo y los contaminantes presentes en él, se
funden en una matriz silicea vitrea mediante la aplicacion de un campo eléctrico, es una
tecnologia universal para cualquier contaminante (incluso radiactivos). Su mayor
inconveniente es el alto gasto energético y que no es valida para suelos con grandes

concentraciones de contaminantes organicos.

Arrastre por aire (Arrastre). El arrastre por aire es un proceso de transferencia de
masa que aumenta la volatilizacion de los componentes del agua mediante el paso del
aire a través del agua, mejorandose asi la transferencia entre estas fases. El arrastre por
aire es uno de los procesos que mas comdnmente se utilizan en la depuracién de aguas
subterraneas contaminadas por Compuestos Organicos Volatiles (VOC), tales como
disolventes. El proceso es especialmente adecuado para bajas concentraciones (< 200

mg/l).

Teoria del arrastre EI movimiento de los compuestos organicos volatiles desde el agua
hasta el aire se rige por la teoria de las dos peliculas (Figura 11) abarcando la
transferencia desde la:

Masa liquida a la pelicula liquida.
Pelicula liquida a la pelicula de aire.

Pelicula de aire a la masa de aire.
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Masa de aire

Pelicula de aire

Pelicula liquid:z

Masa ligquida

Figura.l1.-Teoria de las dos peliculas.
La aplicabilidad viene limitada por una serie de factores:

(i) Es eficaz solo para compuestos organicos volatiles o semivolatiles. (ii) El proceso
necesita mucha energia. (iii) Los compuestos de baja volatilidad a temperatura ambiente

necesitan un precalentamiento del agua subterranea.

Extraccion por vapor del suelo (EVS). La extraccion por vapor del suelo (arrastre por
vapor) (EVS) es un método de depuracion relativamente nuevo. Este método se emplea
en la eliminacion de compuestos organicos volatiles (VOCs) de la zona vadosa del suelo
(zona insaturada ), o de reserva, suelo excavado. El proceso EVS consiste en el paso de
una corriente de aire através del suelo, produciéndose asi la transferencia de los
contaminantes desde la matriz del suelo (o suelo/agua) a la corriente de aire.

Teoria de la aireacion del suelo EI movimiento de los contaminantes a través de varias
fases de la zona vadosa se prolonga con el movimiento del sistema de aguas
subterraneas hacia las condiciones de equilibrio. La eliminacién de los VOCs de la zona
vadosa puede ser modelizada mediante un proceso de cinco pasos, los cuales se ilustran
en la Figura 12. Los compuestos volatiles abandonan la superficie de las particulas del
suelo, transfiriéndose al agua del suelo (humedad de la zona vadosa), volatilizdndose e
incorporandose al gas del suelo. Posteriormente, el gas del suelo migra a través de los
espacios vacios hasta alcanzar la superficie del suelo y se libera finalmente a la

atmosfera.
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Figura 12.- Modelo esquematico del suelo/ vapor del suelo.

El movimiento de los contaminantes en el gas del suelo a través del mismo puede ser
descrito mediante dos procesos: adveccion y difusion. La adveccion es el movimiento
del contaminante en fase vapor con la masa del flujo de aire a traves del medio del
suelo. En suelos permeables, la adveccion es el camino dominante en la zona insaturada
del flujo de aire. La difusion es el movimiento de los contaminantes a través del medio
del suelo mediante el gradiente de concentraciones[36]. La difusion tiende a dominar en

suelos con baja permeabilidad.

Los suelos secos o con alto contenido de compuestos organicos tienen alta capacidad
para la adsorcién de los VOCs, lo que reduce la eficacia del proceso, el proceso EVS no
es efectivo en zonas saturadas. Gases del escape del sistema in situ EVS necesitan un

tratamiento previo para eliminar posibles peligros para el publico y el medio ambiente.

Incineracion. Los sistemas de incineracion estan disefiados para destruir los
componentes organicos de los residuos peligrosos. El principio de esta tecnologia es
someter al suelo a altas temperaturas (870-1200 °C) en camaras de combustion para que

los contaminantes se evaporen y/o volatilicen.

Se ha aplicado a la mayoria de los contaminantes organicos (aceites, petrdleos,

disolventes, cianuros, PAH, ...) y algunos inorganicos.
Su aplicacion esté limitada dado que:

- los metales pesados pueden producir al final cenizas volantes que necesitan una

posterior estabilizacion.
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- produce perdidas de las cualidades naturales del suelo.

Desorcion térmica. Similar a la incineracién, con la peculiaridad de que las
temperaturas de trabajo no son tan elevadas (150-600 °C), evitando la combustion del
contaminante. Su aplicacion se limita a contaminantes orgénicos volatiles y semi-

volatiles (disolventes clorados o no).

Lavado del suelo. El principio de esta tecnologia se basa en el empleo de medios acidos
0 quelatantes para separar los contaminantes de su matriz. Se puede considerar como un
método de reduccion de la contaminacion o pretratamiento de suelo. Se ha aplicado a un

amplio espectro de contaminantes, tanto organicos como inorganicos.

Extraccion por disolvente. El concepto de esta tecnologia es similar a la anterior en su
funcionamiento, aunque el medio de extraccion es un disolvente organico. Se ha
aplicado a la mayoria de los contaminantes organicos (aceites, petréleos, disolventes,
pesticidas, PAH,...), aunque estén en grandes concentraciones. Estas dos uUltimas
tecnologias son baratas pero tienen el inconveniente de una baja efectividad para
eliminar compuestos muy hidrofilicos en suelos con altas concentraciones en arcillas, de
poder contaminar aguas superficiales y/o subterraneas por el uso de disolventes volatiles

generalmente clorados.
1.B.2. Biorremediacion.

La biorremediacion se basa en la utilizacion de sistemas bioldgicos, tales como enzimas
y bacterias, para producir rupturas o cambios moleculares de contaminantes toxicos y
sustancias de importancia ambiental en suelos, aguas y aire, generando compuestos de
menor o0 ningun impacto ambiental. Estas degradaciones o cambios ocurren usualmente
en la naturaleza, pero la velocidad de tales cambios es baja. El empleo de estos sistemas
bioldgicos se puede mejorar utilizando manipulaciones adecuadas que den lugar a un
aumento de la velocidad de cambio o degradacion y asi usarlos en sitios altamente
contaminados. En general, las manipulaciones involucran produccion e inmovilizacién

de enzimas en determinados soportes y cambios genéticos de algunas cepas bacterianas.

Bioremediacion Bacteriana. La utilizaciébn de microorganismos que degradan o
transforman diferentes compuestos nocivos en otros de menor impacto ambiental ha

experimentado un gran desarrollo en la actualidad. Asi, los estudios recientes estan
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orientados a ampliar la versatilidad metabolica de la degradacion de contaminantes por
algunas especies bacterianas. Como por ejemplo podemos citar la degradacion de
pesticidas [37].

La limpieza de los suelos no es eficaz cuando la matriz del suelo inhibe 0 no permite el
contacto del contaminante - microorganismo, o las concentraciones de metales pesados
y compuestos organicos clorados son toxicos para los microorganismos y por la lentitud

del proceso de biorremediacion a bajas temperaturas.

Actualmente, tanto la microbiologia ambiental como la genética bacteriana contribuyen
al disefio de sistemas microbianos con capacidades metabolicas mejoradas y

aumentadas.

Recientemente, la fitorremediacion se ha impuesto como una tecnologia de interés que
puede ser utilizada para "biorremediar" sitios con un alto nivel de contaminacion.
Basicamente, la fitorremediacion es el uso de plantas vegetales para " limpiar" o
"remediar” ambientes contaminados debido en gran parte a la capacidad fisiologica y
caracteristicas bioquimicas que poseen algunos ejemplares vegetales de absorber,
retener y degradar contaminantes, tales como metales, compuestos organicos,

compuestos radioactivos, petroquimicos, y otros.

1.B.3. Fitorremediacién.

“Nuevo Nombre, Idea Vieja”

La idea por la cual las plantas, ya sea flora arborea, arbustiva o herbacea, pueden atrapar
y retener distintas sustancias quimicas del medio ambiente incluidas algunas de

reconocida peligrosidad no es nueva. Es mas, el concepto de destruccion de
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xenobidticos por organismos vivos es un asunto que ha apasionado a cientificos de

disciplinas variadas.

Raskin un bioquimico y fisi6logo vegetal y otros cientificos [38] han encontrado que
muchas plantas absorben naturalmente metales del suelo y los almacenan en sus tejidos.
Tanto las plantas como los animales necesitan metales como zinc, cobre y otros para su
crecimiento. Muchas veces, ocurre que las plantas no distinguen entre metales pesados
como cadmio y aquellos necesarios como nutrientes (Zn, Ca, Mg, Fe...). Por ejemplo
la“Streptanthus polygaloides” que crece en suelos contaminados con niquel y acumula
cantidades grandes del metal [38].

Investigadores bioquimicos y fisidlogos han realizado avances importantes en procesos
de detoxificacion con plantas demostrando que los mecanismos de accion mas
importantes emplean sistemas con enzimas, como lo constituye el caso del citocromo P-
450 y la glutation S-tranferasa. Se conoce que el citocromo P-450 ejecuta su accion al
cambiar la naturaleza y estructura de un compuesto quimico nocivo mediante la adicion
de oxigeno a la molécula, este proceso llamado oxigenacion ocurre en sistemas
denominados microsomales. No es de extrafiar que esta importante enzima con
funciones de detoxificacion de xenobioticos esté siendo investigada a nivel molecular y
en otras especies distintas al ser humano como plantas y microorganismos. Existen
formas muy similares a esta enzima (isoformas) que se encuentran en varias especies de

plantas.

Recientemente, se estd comenzando a investigar y aplicar la fitorremediacion con
plantas que aparentemente poseen metabolismos mas capaces para eliminar
xenobioticos en distintos lugares del mundo. Especificamente, se ha comenzado
investigar con plantas y especies arbdreas con capacidades aumentadas en retener
herbicidas y metales pesados.

En general, las ideas centrales en fitoremediacion son las siguientes: fitoextraccion y

rizofiltracion.

Fitoextraccion. La fitoextraccion utiliza la biomasa vegetal-extractiva para remediar
suelos contaminados. Una gran cantidad de contaminantes pueden ser captados desde el
suelo, entre ellos metales pesados, algunos compuestos radiactivos y determinados

compuestos organicos. Existe la idea de que los transportadores especificos estarian
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dispuestos en las raices de las plantas. La simbiosis microbiana en la rizosfera también

jugaria un papel importante en algunos casos de fitoextraccion.

Las plantas contaminadas con estos toxicos pueden ser luego cortadas y tratadas

convenientemente.

Rizofiltracion. Las raices, ya sea acudticas o terrestres, pueden precipitar y concentrar
contaminantes toxicos de efluentes, es en este punto donde se manejan las hipétesis
sobre la importancia simbidtica entre un tipo de microorganismo y la raiz de la planta.
En investigaciones recientes la modificacidn genética de cepas bacterianas, por ejemplo
para la reduccion de metales pesados o bien para la eliminacion de aceites u otros
compuestos, ha evidenciado que la planta no solamente sea capaz de retener o degradar
un tipo de contaminante sino que ademas esta accion puede ser mejorada insertando

microorganismos simbioticos especificos en la rizosfera de la planta.

Estas dos ideas basicas se ramifican en una inmensa variedad de trabajos tanto a nivel

tedrico como aplicado.

La fitorremediacion estd limitada a la superficie de los suelos, ademéas las
concentraciones altas de los contaminantes pueden ser toxicos a la planta, pudiendo
transferir los contaminantes del suelo al aire, en su proceso de detoxificacion. Otros
factores como los contaminantes con adsorcion alta y baja ( ejemplo PCBs y algunos
pesticidas), falta de informacién sobre la toxicidad y biodisponibilidad de los productos

biodegradados pueden limitar el éxito de la fitorremediacion.
1.B.4. Estabilizacion: Las tierras diatomeas como estabilizantes.

Es conocido que a pesar de las condiciones perfectas de la actividad microbiana en
suelos, algunas veces los compuestos organicos no se biodegradan, debido a su pobre
biodisponibilidad que esta generalmente gobernada por los procesos fisico—quimicos de
adsorcion, desorcion, o solubilizacion [39]. Recientemente se han empezado a usar las

arcillas modificadas organicamente junto con otros reactivos como estabilizantes [40].

En términos generales, la estabilizacion es un proceso donde se mezclan los aditivos con
los residuos para minimizar la velocidad de migracién de los contaminantes del residuo

y reducir la toxicidad de éste. Por tanto, la estabilizacion puede definirse como el
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proceso mediante el cual los contaminantes quedan total o parcialmente confinados por

la adicion de un medio soporte aglomerante u otros modificadores [41].

Los objetivos de la estabilizacion abarcan la reduccion de la toxicidad y de la movilidad

del residuo asi como la mejora de las propiedades técnicas del material estabilizado[42].

La estabilizacion se ha utilizado ampliamente en la gestion de los residuos peligrosos.

Esta tecnologia se aplica a:
1) larecuperacion de vertederos de residuos peligrosos.

2) al tratamiento de residuos procedentes de otros procesos de eliminacion (por

ejemplo, las cenizas de tratamientos térmicos).

3) al tratamiento de terrenos contaminados donde intervienen grandes cantidades de

suelos contaminados.

Durante la estabilizacién, algunos contaminantes pueden destruirse. Otros productos
orgénicos pueden «desaparecer» como resultado de la volatilizacién. La estabilizacion
debe considerarse como un proceso de tratamiento de residuos que reduce, hasta una
velocidad aceptable o geologicamente lenta, el movimiento de los contaminantes en el

medio ambiente.
Los campos principales de aplicacion de la estabilizacion son:

Eliminacion de contaminantes del terreno: la estabilizacion de los residuos previa a

su eliminacion en vertederos de seguridad.
Recuperacién de terrenos contaminados.

Eliminacion en el terreno. La eliminacion de residuos liquidos en el terreno aumenta la
probabilidad de migracion de los contaminantes (actualmente se encuentra prohibida
por la legislacion de los Estados Unidos). Los residuos liquidos, asi como los lodos con
alto grado de humedad, deben estabilizarse antes de ser eliminados en vertederos. Para
lograr que dicha estabilizacion sea eficaz se afiaden agentes estabilizantes, los cuales no
pueden ser absorbentes. Los liquidos absorbidos por estos agentes pueden liberarse
(desorcion) en el vertedero en presencia de sobrecargas. Es decir, al verter mas material,

el peso de las capas superiores haria fluir los liquidos de los materiales en capas
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inferiores. Por lo tanto, los liquidos deben unirse quimica y fisicamente con los
estabilizantes, de manera que no se liberen por fuerzas de consolidacion o lixiviados por

percolacion.

Recuperacion de terrenos. La recuperacién de terrenos contaminados emplea la
estabilizacion para: 1) Mejorar las caracteristicas fisicas y el manejo de los residuos. 2)
Disminuir la velocidad de migracion de los contaminantes mediante la disminucion de
la superficie en la que puede producirse la transferencia de contaminantes, mediante la

limitacién de la solubilidad de éstos. 3) Reducir la toxicidad de ciertos contaminantes.

La estabilizacién como opcién de recuperaciones mas duradera que otras alternativas,
tales como el mantenimiento en contenedores, estd especialmente indicada para aquellos
terrenos donde el peligro atafie a grandes cantidades de suelo con bajo nivel de
contaminacion. Hoy dia se muestra como una alternativa importante a la limpieza de
terrenos altamente contaminados. Asi por ejemplo se aconseja su empleo antes o
simultdneamente al empleo de tecnicas de fitorremediacion. En muchos casos, el
excavar, transportar y verter o incinerar los suelos con bajo nivel de contaminacion no
serd ni medioambientalmente correcto ni econdmicamente viable, debido a dos factores

principales:

La posible contribucion negativa a la atmdsfera por volatilizacion de compuestos
organicos causada por el equipo de excavacion, camiones y por la propia exposicion de

suelos contaminados a la atmdsfera.
Los riesgos por accidentes de trafico.

Para evaluar el éxito o fracaso potencial de estos progresos se deben considerar los

mecanismos basicos implicados en los procesos de estabilizacion.
Macroencapsulacion.
Microencapsulacion.
Precipitacion.
Detoxificacion.

Absorcion.
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Adsorcién

Macroencapsulacion: Es el mecanismo por el cual los constituyentes del residuo
peligroso quedan atrapados fisicamente en una matriz estructural de mayor tamafio [43].
La masa estabilizada puede descomponerse con el tiempo (considerado a escala
geoldgica) debido a las tensiones medioambientales. Por tanto, los contaminantes
estabilizados Unicamente por macroencapsulacién pueden reaparecer en el medio

ambiente si no se conserva la integridad de la masa.

Microencapsulacion: Los constituyentes del residuo peligroso quedan atrapados en el
interior de la estructura cristalina de la matriz solidificada a nivel microscopico. Como
resultado, incluso si los materiales estabilizados se degradan a particulas de tamafo
relativamente pequefio, la mayor parte del residuo peligroso permanece atrapado. Sin
embargo, como sucede con la macroencapsulacion, al no estar el residuo alterado o
ligado quimicamente, la velocidad de liberacién del contaminante de la masa
estabilizado puede aumentar al disminuir el tamafio de particula y quedar expuesta una

superficie mayor del mismo.

Precipitacion: Consiste en la precipitacion de los contaminantes dando lugar a formas
mas estables [44]. Este fendmeno se puede aplicar para la estabilizacion de residuos

inorganicos en lodos precipitando los metales como hidroxidos.

Detoxificacidn: Por detoxificacion se entiende cualquier mecanismo que transforma un
constituyente quimico en otro (u otra forma del mismo constituyente) no toxico o de

toxicidad inferior.

Absorcién: Proceso por el cual los contaminantes son tomados por el sorbente de
manera similar a como una esponja toma el agua. Como en la estabilizacién, la
absorcién precisa de un material sélido (absorbente) que empape o absorba los liquidos
libres del residuo. Este proceso se emplea principalmente para eliminar los liquidos
libres de manera que se mejoren las caracteristicas de manejo del residuo, es decir, para
solidificar el residuo. Los liquidos pueden escurrir del material si se somete la masa a
tensiones de consolidacion. Por ello, el empleo de la absorcion se considera una medida

temporal para mejorar las caracteristicas de manejo.
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Los absorbentes mas comunes son: Suelo, cenizas volantes, residuos de hornos de

cemento, heno y paja.

Adsorcidén: Se consideran fendmenos fisico-quimicos de superficie caracteristicos y la
naturaleza de la union puede ser por fuerzas de Van der Waals o puentes de hidrégeno.
Los contaminantes adsorbidos quimicamente a la matriz estabilizadora tienen menor
probabilidad de quedar libres en el medio ambiente que aquellos adsorbidos por otros
mecanismos. Al contrario que en la microencapsulacion y la macroencapsulacion,
donde la simple rotura de la particula puede aumentar la velocidad de migracion del
contaminante, se necesita una fuerza fisico-quimica adicional para desorber el material
de la superficie de adsorcion. Como resultado, este tratamiento se considera mas

permanente.

La adsorcién es un fendmeno superficial que ocurre entre una fase fluida (gaseosa o
liquida) y otra sélida (una o mas). La sustancia sélida sobre cuya superficie ocurre la
adsorcion se denomina adsorbente. Por ser un fenémeno superficial, un buen adsorbente

es aquel que ofrece gran area superficial por unidad de peso o volumen [45].

El adsorbente més ampliamente utilizado en aplicaciones medioambientales es el
carbén, el cual es procesado para incrementar significativamente el area superficial
interna (carbdn activo). El carbdn activo esta disponible en forma granular o en polvo.
El carbon activo granular (CAG), es frecuentemente el mas utilizado para eliminar un
amplio nimero de compuestos organicos toxicos de las aguas subterraneas y vertidos
industriales, el carbon activo en polvo es, a menudo empleado en sistemas de

tratamiento bioldgico.

La adsorcién por carbon activo es una metodologia bien desarrollada capaz de eliminar
eficazmente un elevado nimero de compuestos organicos solubles, es capaz de producir
efluentes de muy alta calidad, y es utilizado en plantas de agua potable. Una de las
razones de la alta eficacia de este material es su tremenda area superficial. Un cubo, de
30 cm de arista, lleno de particulas de carbono activo puede llegar a tener un area de

hasta 16.000 m2, aproximadamente.
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Teoria de la adsorcion

La adsorcion es el proceso de superficie por el cual un componente pasa de una fase a
otra a través de sus limites. EI exdmen de una seccidn transversal microscopica de un
carbon activo muestra una estructura porosa con una gran area superficial interna. Como
se ilustra en la figura 13, los procesos implicados en la adsorcion son: transporte de la
masa del fluido a la superficie adsorbente, transporte a través de la pelicula, difusion

intraparticular (o poros) y el enlace fisico efectivo.

Los transportes a través de la pelicula e intraparticular son normalmente los mas lentos,
y por tanto, los limitantes de la eficacia del proceso. Cuando el proceso lo limita la
difusion intraparticular, la velocidad disminuye con el incremento del peso molecular

del soluto, y/o con la disminucion del tamafio del poro del carbén.

Masa
(rapido) >
Intraparticular(lento)
Pelicula Adsorcién (rapido)
(lento)

Figura 13.- Procesos de transporte [46].

Las fuerzas conductoras que controlan la adsorcion incluyen la atraccion electrostética,
la afinidad quimica adsorbente/adsorbato, fuerzas de VVan der Waals (fuerzas debiles de
atraccion que actdan entre las moléculas) y la naturaleza hidrofobica de los compuestos
organicos. Un resumen de algunos de los factores que afectan a la capacidad de

adsorcién de compuestos organicos se ilustran en la Tabla 5.
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Tabla 5.- Factores que afectan a la adsorcion y efectos que producen.

Factor Efecto

Solubilidad Compuestos menos solubles son adsorbidos mas facilmente que
compuestos mas solubles

Estructura Cadenas organicas ramificadas son mas facilmente adsorbidas que

molecular cadenas organicas lineales.

Polaridad Orgéanicos menos polares (o débilmente ionizados) son mas
facilmente adsorbidos que organicos polares (o fuertemente
ionizados)

La acumulacion de los solutos en la superficie del carbono activo obliga a regenerarlo
periodicamente, de este modo la descontaminacion de las aguas residuales mediante este
método puede mantener su efectividad econdmica. Dicha regeneracién se consigue
mediante un calentamiento del adsorbente a una temperatura de 950 °C en presencia de

un chorro de aire.

La adsorcion con carbono activo tiene como limitacion importante su gran coste, ya que
se consume gran cantidad de energia en la activacion y regeneracion del mismo. Otra
desventaja adicional es la disminucién de la capacidad de adsorcion, estimada en torno
al 10%, después de cada regeneracion[47].

Las Tierras de diatomeas han demostrado, a lo largo de muchos afos, tener una gran

utilidad como purificadores de aguas.

Las tierras diatomeas tienen unas propiedades fisicas y quimicas tales que le permiten
aplicaciones que no son posibles con ningln otro tipo de material de base silice.
Exhiben muchas ventajas con respecto a los métodos convencionales de tratamientos de
lugares contaminados; en primer lugar poseen una estructura particular, gran estabilidad
quimica, baja densidad, gran area superficial, baja capacidad de abrasion y alta
capacidad de adsorcion, ademas de ser un material econémico, y de bajo coste.

La estabilizacion de pesticidas utilizando tierras de diatomeas como veremos mas

adelante puede emplearse en la estabilizacion de residuos organicos.
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Las tierras diatomeas como estabilizantes: origen y composicion

Las tierras de diatomeas (TD) constituyen casi la forma mas pura del diéxido de silicio
amorfo y son el resultado de las algas unicelulares fosilizadas. Abundan
fundamentalmente en el ecosistema acuéatico, aunque pueden existir en el ambiente
terrestre [48]. Representan, probablemente, el mayor grupo de plantas dispersadas en la
tierra. Existen mas de 25.000 especies de diatomeas, no encontrandose dos que

presenten idéntica morfologia.

Diferentes especies de diatomeas, extrajeron hace de 20 a 80 millones de afios la silice
del agua produciendo un esqueleto silicico amorfo. Cuando estas diatomeas murieron,
las diminutas conchas se hundieron en las aguas y a través del paso de los siglos
formaron capas de distintos espesores, desde unos pocos centimetros hasta miles de

metros de espesor [49].

Figura 14.- Microfotografia realizada por Microscopia electronica de barrido a las

tierras de diatomeas

El componente mayoritario de estas tierras es la silice(didxido de silicio amorfo y
silice cristalino en un 2-7%), ademas, posee contenidos elevados de calcio y de otros
elementos en menor escala como el aluminio, magnesio, sodio, hierro, fésforo, azufre,
niquel, zinc y manganeso [50]. Este material se convierte mediante un proceso de
tamizado en un talco fino, considerandose un material estable que no aporta residuos

quimicos u otras sustancias toxicas al medioambiente [51].
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Las tierras de diatomeas varian de color dependiendo de su composicién, pasando de
un color blanco grisdceo a amarillo o rojo, son insolubles en agua, y no son
inflamables [52].

No existen evidencias de que tengan un efecto toxico ni agudo ni crénico, hecho
demostrado por experimentos realizados con animales (ratas) [53]. Estas tierras se
adicionaron a alimentos consumidos por ciertos ganados de 1 a un 2 % como
medicamento desparasitario [54]. En paises desarrollados los campesinos afiadian las
tierras de diatomeas, a las cuales Ilamaban ‘flor fésil", a la harina para protegerla
durante largos periodos de almacenamiento [55]. Un hecho més que demuestra su
inocuidad es la mezcla de las tierras de diatomeas con granos, asi como el uso de este
material en el almacenamiento de alimentos producidos en industrias [56], lo cual ha
estado permitido por la Agencia de Proteccion del Medioambiente (EPA) [57]. En este
sentido se ha registrado la utilizacion de este material como protector de granos en
diferentes paises como Australia, USA, Canada, Alemania, Croacia, China, Indonesia

y Arabia Saudita.

Los Unicos efectos peligrosos de las tierras de diatomeas pueden darse en trabajadores
que estan expuestos a la inhalacion prolongada del polvo suspendido de las tierras de
diatomeas [58]. Aunque el silicio no se considera cancerigeno, se ha demostrado que
las tierras de diatomeas calcinadas afectan considerablemente a los pulmones [59].
Trabajadores japoneses expuestos constantemente a estas tierras presentaron un
considerable incremento en la enzima proteasa la cual esta relacionada con el enfisema
pulmonar [58]. Todo ello indica que las personas expuestas a una excesiva

concentracion del polvo deben protegerse con mascaras respiratorias [60].

Las aplicaciones de las tierras de diatomeas son diversas, destacando su uso como
materia prima para: clarificador de licores y jugos, filtracién de fluidos comerciales,
pesticidas en la agricultura [61], mezclas para la produccion de cementos [62],
adsorcion de mezclas de cloruro cuprico y cloruro de potasio [63], adsorcion y
transporte de liquidos radioactivos [64], relleno blanco en la industria del caucho [65],
relleno en la pulpa de papel de imprenta [66], tratamientos electrotérmicos [67] y
purificacion de aguas naturales [68]. Han sido, ademas, utilizadas en numerosos
productos industriales como detergentes, desodorantes, sistemas de filtros para piscinas

y agente antiaglomerante en alimentos animales [69].
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Sus aplicaciones analiticas han estado encaminadas fundamentalmente a su uso como

soporte en columnas para separaciones cromatograficas [70,71].

Teniendo en cuenta todo lo anteriormente expuesto acerca de la remediacion de suelos y
aguas, en la presente memoria se evaluara la capacidad de las tierras diatomeas como
agentes estabilizantes. Con el fin de obtener una mayor informacion se determinaran las

isotermas de adsorcion y su posible capacidad de liberacion de los pesticidas.
I.B.4.1.- Isotermas de adsorcion

El calculo de los diferentes parametros del proceso de adsorcion es una buena
herramienta para la predicciéon cuantitativa de éste. En algunos casos, por ejemplo,
cuando se trata del equilibrio entre un solo adsorbato en contacto con un solido, los
calculos son relativamente faciles y directos. En otros, cuando por ejemplo, estan
presentes en disoluciébn mas de un adsorbato o debido a otros factores, como el
crecimiento bacteriano, los célculos, solo pueden llevarse a cabo mediante supuestos y

utilizando modelos matematicos.

En el caso de la adsorcion de un solo adsorbato a partir de una fase liquida sobre un
adsorbente, se considera constante la actividad del disolvente, por lo que, puede
ignorarse su influencia. En realidad, la adsorcion de una fase liquida sobre un solido es
un fendmeno muy complejo. Consideraciones como las diferencias en la orientacion de
las moléculas adsorbidas, la formacion entre ellas de micelas o la presencia de las
moléculas del disolvente, pueden afectar a los calculos, aunque muchas veces, con el

objeto de simplificarlos, no se tienen en cuenta [45].

Durante las dos ultimas décadas, diversos investigadores han venido proponiendo una
serie de modelos para cuantificar los procesos de adsorcidn, estableciendo diferentes
expresiones que relacionan la capacidad de adsorcion del adsorbente (g), dada por la
expresion (1), con la concentracion de equilibrio (Ce), y como se recordaré se expresa:

Vi (Co B C)

q=——t—~ M

Debido a que el proceso de adsorcidn es exotérmico, una variacion de la temperatura
puede llevar consigo una variacion en el rendimiento del proceso, por lo que, operar a

una temperatura constante es un requisito basico para la elaboracién de las isotermas de

52



Los pesticidas en el medio ambiente

adsorcion. Por su sencillez y la mejor interpretacion del fendbmeno de adsorcion, las

isotermas de Freundlich y Langmuir son las que se han aplicado con mas frecuencia.

La isoterma de Freundlich [72] es un modelo empirico que supone que no hay
saturacion del adsorbente y por consiguiente no hay valor limite para Ce, viene dada

por la siguiente expresion:
q=Ke.Ce'" )
Esta ecuacion puede ser linearizada tomando logaritmos:

LnC,
n

Lnq=LnK, + 3

De este modo, la expresion (3) representa una linea recta cuya interseccion con el eje de
ordenadas (Ln K) expresa la capacidad de adsorcién del adsorbente y cuya pendiente

(1/n) mide su intensidad de adsorcion.

La isoterma de Langmuir [72] se ajusta a la expresion:

_ Qmax' Ce

K+ C, @

q

En dicha ecuacion se define:

-g como la capacidad de adsorcién (mg de pesticidas/g de adsorbente).

-Omax COMO la capacidad méxima de adsorcion (mg de pesticida/g de adsorbente).
-Ce como la concentracién final de equilibrio (mg de pesticida /L).

-K como la inversa de la constante de equilibrio o concentracién a la cual se alcanza la

mitad del valor de gmax (Mg de pesticida/L).

Esta ecuacion describe una hipérbola rectangular, que pasa por el origen y tiende hacia
un maximo de concentracién concreto (gmax ). Su linearizacion puede realizarse

tomando la siguiente expresion:

Zem ey ©)
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C . : .
Por tanto, representando —= frente a Ce, la linea recta que se obtiene daria el valor de
q

Omax con el correspondiente valor de la pendiente, la ordenada en el origen daria el

valor de la constante K.

El modelo de Langmuir supone que [72]:

La superficie del adsorbente consiste en una serie de centros activos de adsorcion
libres.

e Laactividad de los centros de adsorcion es idéntica e independiente de la presencia

de otros adsorbatos en los centros vecinos.
e Un adsorbato reacciona solamente con un centro de adsorcion.
e Laadsorcion se limita a una sola capa.

En la figura 15 se comparan estos dos modelos estudiados (Freundlich y Langmuir)
[73]. Puede observarse como el modelo propuesto por Langmuir tiende a un maximo

mientras que el de Freundlich supone un crecimiento continuo de g en funcion de Ce,

Freundlich

Langmuir

g (mg de pesticidas/ g de
adsorbente)

Ce (mg de pesticidas/ L)

Figura 15.- Comparacién entre las isotermas de Freundlich y Langmuir.
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Parte I1.- REVISION DE LOS METODOS ANALITICOS MAS RELEVANTES
PARA LA DETERMINACION DE PESTICIDAS.

I1.- Tratamiento de muestra

En muchas ocasiones si las muestras son complejas como sucede con los alimentos y
materiales biologicos etc., los analitos no se pueden separar con eficacia de la matriz sin

un pretratamiento de la muestra exhaustivo.

La quimica analitica de pesticidas plantea una cierta dificultad al tratarse en general de
la determinacion de compuestos organicos a nivel traza, los cuales, a veces, estan unidos
a otras sustancias organicas o con productos de su degradacién o biotransformacion.
Ademaés las muestras de mayor interés son muy variadas (suelos, aguas, vegetales, etc.)

y de muy diversa procedencia.

La determinacién de un pesticida en suelo o agua, requiere de una metodologia general
de analisis con una serie de etapas que se recogen en la figura 16, las cuales procedemos

a considerar de forma individual.

RECOLECCION

Muestreo lL

ALMACENAMIENTO

I}

EXTRACCION
Limpieza de muestra { PRE-CONCENTRACION
(clean-up) 1T
SEPARACION

I}

IDENTIFICACION

Analisis lL

cromatoarafico CUANTIFICACION

Figura 16.- Diagrama de flujo del proceso usado para la preparacion de muestra para

analisis cromatogréafico [74].
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Toma de muestra. Como se han dicho muchas veces:
“el resultado de un analisis sera tan exacto como representativa sea la toma de muestra”

El objetivo principal en cualquier estrategia de muestreo es obtener una muestra
homogénea y representativa, lo que requiere disefiar un plan detallado de cémo llevar a

cabo el muestreo.

La recoleccion de una muestra no solo involucra el proceso de adquirir fisicamente una
cierta cantidad de muestra para el analisis, sino también el caracterizar el ambiente en el
cual fue tomada dicha muestra, asi como cuidar su manipulacion para evitar pérdidas o
contaminacion de la misma. El objetivo de recoger la muestra y hacer las medidas en
campo es conseguir una mayor exactitud en la determinacion de los compuestos de
interés en la muestra en ese tiempo, lo que significa obtener una serie de medidas
(pardmetros o medidas en el sitio) de una manera preestablecida, preservando y

manteniendo la calidad y concentracion de los analitos en la muestra.

Almacenamiento. Otro factor importante a considerar desde la llegada de la muestra al
laboratorio y su andlisis es que transcurra el menor tiempo posible, para evitar

alteraciones quimicas o fisicoquimicas de la muestra.

Desafortunadamente, la mayoria de los laboratorios no pueden analizar inmediatamente
las muestras recibidas, por lo que se requiere conservarla adecuadamente, para evitar la
pérdida, degradacion o contaminacién de analitos de interés. En algunos casos cuando el
analito objeto es inestable o volatil, puede ser necesario analizar inmediatamente la

muestra.

La refrigeracion a 4 °C es por lo general la técnica de conservacion mas usada ya que en
si no altera la composicién de la muestra, disminuye su actividad bioldgica, las pérdidas
por volatilizacién, problemas ocasionados por la disolucion de gases y no interfiere con
los métodos analiticos. Muestras medioambientales como agua, suelo o lodos, se suelen
conservar a 4°C en un frigorifico. Solo si el analito en la matriz es inestable o hay
posibilidad de degradacién se recomienda guardarlo en un congelador a —-18°C. El
almacenaje bajo esas condiciones reduce por completo muchas reacciones de oxidacion

y enzimaticas.
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El tipo de recipiente para almacenar la muestra tiene una elevada importancia, por
ejemplo para compuestos volatiles se recomienda guardar la muestra en un recipiente
bien cerrado. En la mayoria de los casos, se recomienda el uso de recipientes de vidrio
(borosilicato) (ambar para evitar la degradacion de pesticidas fotosensibles) [75].
Ademas de los recipientes de vidrio, los de polietileno o poli(tetrafluoroetileno) (PTFE)
se pueden utilizar para muestras solidas. EI empleo de material de plastico debe evitarse

ya que algunos de ellos pueden adsorber y/o contaminar la muestra con plastificantes.

Los pesticidas son compuestos facilmente degradables lo cual implica la necesidad de

estabilizarlos desde la toma de muestra hasta el momento de la determinacién final.

Los principales factores que afectan a la estabilidad de los pesticidas en muestras
acuosas dependen del tipo de muestra, tipo de recipiente y de las condiciones de
almacenamiento (temperatura, oscuridad, presencia de estabilizadores y tiempo

transcurrido entre la toma de muestra y la determinacion)

Algunos estudios [76,77] llevados acabo sobre el almacenamiento y la conservacion de
pesticidas en aguas han confirmado que la principal causa de la inestabilidad de
pesticidas en aguas naturales son la degradacion, la biodegradacion, hidrolisis y

fotolisis.

Existen diferentes procedimientos de estabilizacion de los pesticidas. Asi, en ocasiones,
para evitar la descomposicién de los pesticidas se afiaden a las muestras acuosas
estabilizantes y conservantes como metanol [78], diclorometano [79] o HgCl, [80] o se
congela la muestra [81] para hacer méas lenta la descomposicion de los constituyentes
guimicos. Una alternativa de uso frecuente para conservar los pesticidas en muestras
acuosas, se basa en el empleo de discos o cartuchos de extraccion en fase solida (SPE)
[82]. En estos adsorbentes [83] los analitos de interés se preservan de la degradacion
microbiologica durante mas de 54 dias, ademas se puede evitar la fotolisis cuando los
discos y cartuchos se guardan en la oscuridad. Otra posibilidad seria el uso de las tierras
de diatomeas como soporte para favorecer la estabilidad de algunos pesticidas (usando
un sistema de retencion directo de los analitos). Dada la necesidad existente de disponer
de formas sencillas de estabilizacion de pesticidas en el capitulo VI se evaluara la

capacidad de las tierras diatomeas como sustrato estabilizante de pesticidas.
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Un resumen de las formas mas recomendadas para la conservacién de pesticidas en

muestras de agua se presenta en la tabla 6. Dado que por lo general la concentracién de

pesticidas presente en las muestras de partida es muy baja, se requiere una

preconcentracion previa a fin de situarse dentro de los margenes de trabajo de la técnica

analitica empleada.

Tabla 6.- Técnicas de conservacion de pesticidas en agua.

Pesticidas Recipiente |Conservacion Tiempo maximo de
permanencia
Organoclorados Vidrio +1 ml de 10mg/ml HgCl, o |7 dias, 40 dias después
19/l de &cido ascorbico de la extraccion
Organofosforados | Vidrio +1 ml de 10mg/ml HgCl, | 14dias,28 dias después
de la extraccion
Pesticidas polares Vidrio +1 ml de 10mg/ml HgCl, |28 dias

Extraccion. Un resumen de las técnicas extractivas mas ampliamente utilizadas para

distintos tipos de analitos se muestra en la figura 17.

FASEINICIAL SEGUNDA FASE DENOMINACION
(Muestra) (Extractiva) TECNICASEPARATIVA
- 1
L Extraccion Solido Liquido
Solida Liquida (Extraccién con microondas)
[
Fluido Supercritico Extraccién con Fluido Supercritico
I —
I—
L. Liguido Extraccion Liquido-liqudo
Liquida I q | ‘
Sélida Extraccion Liquido-Sélido (SPE, SPME)
I——

Figura 17.- Sistemas extractivos mas usuales en Quimica Analitica.

Si la muestra es inicialmente liquida las especies que participan en la transferencia de

materia pueden ser los analitos o las interferencias. A continuacion se discuten las

caracteristicas de los sistemas extractivos mas ampliamente utilizados.
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I1.1.- Extraccion liquido-liquido

La extraccion liquido-liquido es la técnica mas ampliamente utilizada para la extraccion
de analitos de muestras acuosas. Se basa en una distribucién o reparto de los analitos de
la muestra entre dos disolventes inmisibles donde el analito y la matriz tienen

solubilidades diferentes.

La principal caracteristica que debe poseer un disolvente organico para su empleo en un
proceso de extraccion liquido-liquido es su baja solubilidad y reactividad con el agua.
Otras propiedades tales como: que su punto de ebullicion no sea excesivamente bajo;
que posean una presién de vapor y viscosidad moderada; que su densidad sea adecuada
para originar una separacion de fases; que tengan una baja tendencia a formar
emulsiones, que posea una estabilidad quimica aceptable, y que no posea carécter toxico

son adicionalmente aconsejables.

Es un hecho bien conocido que el agua es un disolvente por excelencia debido
fundamentalmente a su alta polaridad y constante dieléctrica, a su capacidad de producir
la solvatacion y la formacion de enlaces de hidrogeno.

Los disolventes polares como los nitrogenados (nitrobenceno y nitrometano), son muy
adecuados para la extraccion de pares ionicos, dada su baja solubilidad en agua y su alta

constante dieléctrica.

Los hidrocarburos son el ejemplo més caracteristico de disolventes apolares, se utilizan
generalmente como diluyentes de agentes extractantes, y su interaccion con los solutos
extraidos es minima. Dentro de los hidrocarburos alifaticos los mas empleados son el n-
hexano y el ciclohexano, o bien mezclas de ellos denominadas éter de petréleo y
queroseno. Los hidrocarburos aromaticos mas utilizados son el benceno, el tolueno y los
xilenos. Los disolventes clorados, como el tetracloruro de carbono y el cloroformo en
general, también poseen un caracter marcadamente polar, dada su capacidad de

formacion de puentes de hidrégeno.

Las cetonas presentan una gran capacidad de solvatacion generada por el caracter basico
de su &omo de oxigeno y ademas poseen una gran estabilidad quimica y baja
solubilidad en agua. La mas utilizada en procesos de extraccion liquido-liquido es la

metilisobutilcetona (MIBK). Estos disolventes se emplean para la extraccién de haluros,
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nitratos y otras sales metalicas y como diluyentes para extractantes de especies
metalicas por formacion de quelatos. Los éteres se emplean generalmente para la
extraccion de haluros y nitratos metélicos en los cuales estan implicados procesos de

solvatacion.

El n-hexano [84], diclorometano [85] y cloroformo [86] se encuentran entre los
disolventes de wuso frecuente en la extraccién liquida—liquida de pesticidas
organofosforados de muestras de agua. Otros disolventes usados para el analisis de
pesticidas en matrices medioambientales [87] son el acetato de etilo y acetonitrilo. El
diclorometano es el disolvente mas utilizado para la extraccion de pesticidas
moderadamente polares como triacinas y organofosforados[88] proporcionando en
todos los casos recuperaciones superiores al 70%.

La selectividad y la eficiencia del proceso de extraccion esta gobernada criticamente por
la eleccion de los dos disolventes inmiscibles. El equilibrio de extraccion esta influido
por varios factores como: el pH para evitar ionizacién de bases o acidos, formacién de
pares de iones con analitos ionizables, formacién de complejos hidrofébicos con iones
metalicos, o por adicion de sales a la fase acuosa para reducir la solubilidad del analito

(salting out).
Las principales limitaciones de la extraccion liquido-liquido son las siguientes:

1. La formacién de emulsiones, especialmente en muestras que contienen surfactantes

0 grasas.
2. Larecuperacion de un mismo analito varia en funcion de la naturaleza de la matriz.

3. El riesgo de contaminacion es elevado, por lo que es necesario el uso de disolventes
de alta pureza.

4. La pérdida del analito debido a su adsorcion en los recipientes usados.

5. La interfase de separacion aumenta con la agitacion del sistema que contiene las dos

fases.

6. La duracion de la misma puede variar entre amplios limites con el inconveniente de

que alguna sustancia se altere si se prolonga excesivamente la agitacion.

60



Revision de métodos

Todo eso hace de la extracciéon liquido-liquido una técnica tediosa que alarga

enormemente el tiempo de analisis.
11.2.- Extraccion en fase solida (SPE)

La extraccion en fase sélida es una alternativa mas cémoda, barata y rapida que la
extraccion liquido-liquido. Se basa en pasar la muestra liquida por una minicolumna que
contiene material adsorbente muy variado (silice, carbon, alimina, cambiador idnico,
etc..) donde quedan retenidos las especies interferentes o los analitos [89]. Cuando son
retenidos los ultimos, se precisa una segunda etapa de elucion con otro disolvente (por
ejemplo de diferente polaridad) para proceder a su determinacion. Este procedimiento
separativo se ha popularizado en los Gltimos afios, y hoy dia existe una amplia variedad
de cartuchos desechables de material adsorbente para realizar la limpieza (clean-up) de
la muestra. En este proceso también puede realizarse la preconcentracion de los analitos.
Se usan generalmente como operacion previa para adecuar muestras complejas a la

determinacion cromatografica (CG, HPLC).

La eleccién del sistema adsorbente y disolvente para una preconcentracién y/o clean-up
eficaz del analito en la muestra es de gran importancia. Ademas a la hora de
seleccionarlo conviene tener en cuenta ciertas pautas como son: el tamafio de particula,
la compatibilidad con el disolvente y la selectividad. Este proceso de SPE puede regular
la eficacia del sistema de deteccion.

Generalmente, los adsorbentes de SPE se pueden dividir en tres clases; fase normal, fase
inversa y de intercambio de iones. Los mecanismos de interaccion de la matriz y/o de
los analitos, con el adsorbente son similares a los usados en cromatografia liquida. La
forma de adsorcidn no requiere fase enlazada, pero se basa en el efecto de los grupos

funcionales presentes en el material adsorbente.

La superficie del adsorbente se puede modificar por adicion de grupos funcionales los
cuales son la base de las principales interacciones. En la figura 18 se ilustra las
principales etapas de la extraccién en fase sélida [89]. Cada etapa esta caracterizada por
la naturaleza y el tipo de disolvente usado el cual en definitiva depende de las

caracteristicas del adsorbente y de la muestra.
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Extraccion en fase solida

Etapal:Activacion del adsorbente Etapad: Elucion de interferencias

O

Adsorbente

Etapa2:Condicionar el adsorbente

O

Adsorbente

Etapa3:Cargar la muestra

Adsorbente

O

Adsorbente

Etapa5:Elucién de los analitos

O

Adsorbente

Colleccion de la
muestra

e Analito

F'N
A} Interferencias
o]

Figura 18.- Extraccion en fase solida: método de operacion.

Las cinco etapas implicadas en el proceso son las siguientes:

1. Humedecer el adsorbente de forma que asegure un buen contacto entre el analito y

su superficie en la etapa de adsorcion del analito. Para mejorar la recuperacion es

importante que el adsorbente permanezca mojado en las dos etapas siguientes.

2. Acondicionar el adsorbente mediante el paso de un disolvente similar a la muestra.
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3. Cargar la muestra, el volumen de la muestra puede variar desde microlitros hasta
litros. La velocidad de flujo a través del adsorbente puede afectar la retencion de
ciertos compuestos, en general la velocidad del flujo no debe exceder 5mL/min, los
flujos bajos son mas aconsejables, siempre y cuando el tiempo no sea un factor

importante.

4. Lavar el adsorbenete con la misma disolucién en la que se encuentra la muestra (u
otra disolucion que no elimine los compuestos deseados) para eluir las

interferencias.

5. Finalmente eluir los analitos de interés usando la minima cantidad de disolvente,
generalmente con dos alicuotas pequefias se puede eluir los compuestos de interés

mas eficientemente que con una alicuota grande.

Se debe poner especial atencion en la seleccion de la naturaleza del adsorbente y el

disolvente usado de forma que aseguren una maxima eficiencia del proceso.
[1.2.1.-Extraccion en fase solida en discontinuo

La forma de llevar a cabo la SPE depende de los objetivos planteados, del nimero de
muestras a analizar, de la naturaleza de la muestra y de su volumen disponible. EI méas
usado es el cartucho con una gran variedad de adsorbentes con base de silice y otros
materiales. Uno de los adsorbentes, empaquetados en cartuchos, que se usan con mas
frecuencia para el andlisis de varios pesticidas organofosforados en muestras de agua y

otras matrices medioambientales son Octil- y octadecil-silica [90].

Las resinas Amberlita XAD [91] y carbono grafitizado [92] han sido empleados para el
analisis de muchos pesticidas. En el afio 1990, los discos de extraccion Empore fueron
introducidos como un nuevo método de preparacion de muestra aislando contaminantes
orgénicos de agua y de otras muestras acuosas [93]. Los discos de extraccion Empore
fueron usados para el aislamiento rapido (inferior a 15min) de contaminantes organicos
de 1L de muestra de agua, con una recuperacion eficaz de muchos pesticidas [94]. Es
importante resaltar que cuando se emplean cartuchos el tiempo requerido es de

aproximadamente 100 minutos.
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El empleo de cartuchos o discos tiene sus ventajas y limitaciones, asi, el disco permite
usar caudales rapidos de disolvente y una transferencia de masa rapida conseguida por
el menor tamafio de particula [95].

Desde la introduccion de los discos de Empore de cambiadores de aniones fuertes
(SAX) en 1994, ha habido muchas aplicaciones para aislar metabolitos de pesticidas
cargados negativamente con estos discos [96]. Aparentemente los discos (SAX) tienen
una baja selectividad para iones inorganicos en muestras de agua subterranea; de este
modo, el disco Empore (SAX) fue un adsorbente eficaz en fase solida para las especies
cargadas negativamente que contienen grupos carboxilos. Los cartuchos permiten el
empleo de volumenes de elucion inferiores (4 ml) a los requeridos en discos (15 ml), lo
que hace que el tiempo requerido para eliminar el exceso de disolvente sea menor.
Ademas los cartuchos son significativamente mas baratos que los discos, y ofrecen la
posibilidad de extraer simultdneamente hasta 10muestras usando el sistema de elucién a
vacio [97].

En general, la metodologia seguida para la extracciéon de pesticidas en fase sélida en

discontinuo se describe en la tabla 7, en diversas muestras.

Tabla 7 - Metodologia general seguida en la extraccion en fase sélida en discontinuo.

Analito Adsorbente Muestra Referencia
Pesticidas Cis 0 Cg|0.5L de muestra de agua|Viana y col.
organoclorados Disco Empore | enriquecida [98]

26 organofosforados, | Cartucho de|1L de muestra de agua|De la colina y
organoclorados y otros|Cig enriquecida, pasa de 10-|col. [99]
pesticidas 15ml/min bajo vacio
Fenamifos y sus|Cartucho de|100ml de agua mineral | Terreni y col.
metabolitos Cis enriquecida pasada a|[100]
vacio

10 pesticidas carbamatos | Disco Empore |2 litros de agua de rio|Honing y col.

Cis Erbo [101]

I1.2.2.-Extraccion en fase sélida acoplada en continuo a las técnicas cromatograficas

El uso de la SPE automatizada permite extraer un nimero elevado de muestras sin tener

que atender el sistema lo que la hace muy Gtil en analisis de rutina. Su acoplamiento en
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continuo con la cromatografia de gases y de liquidos ha crecido enormemente en los

ultimos afios.

SPE acoplada a la cromatografia de gases Aungue el acoplamiento de la extraccion
en fase sélida con la cromatografia de gases [102] es una alternativa mas eficaz debido a
la versatilidad de sus detectores (nitrogeno-fosforo, captura electrénica, espectometro de
masas, etc.) todavia no constituye un método de rutina en los laboratorios de analisis. El
problema metodolodgico existente es combinar una parte del sistema SPE “mojada” con
otra “seca” del sistema CG, lo que requiere el desarrollo de una interfase adecuada para
SPE-CG, como la descrita por Brinkman y col. [103]. Se dispone de otras interfases
para la introduccion de muestras acuosas en CG basadas en procedimientos indirectos,
como son las técnicas de purga y trampa o espacio de cabeza dindmico para el analisis
de compuestos organicos volatiles en muestras acuosas. Una de las interfases mas
corrientes es la llamada “on-column”, la cual utiliza una columna (3-5m de longitud)
desactivada sin relleno (“retencién gap”) situada entre el inyector del cromatdgrafo y la
columna analitica, junto con la evaporacion simultanea del disolvente a traves de una

salida situada entre la “retencion gap” y la columna analitica.

Otro interfase alternativa es el uso de un inyector con temperatura programable para
grandes volimenes (PTV) (large volume programed temperature vaporization (PTV)
injector) [104]. En esta situacion, el eluido (100 ul) de la SPE (ASPEC) se introduce

directamente y de forma automatizada en el sistema PVT-GC-MS.

SPE acoplada a la cromatografia liquida (SPE-LC) La extraccion en fase sélida
acoplada a la cromatografia liquida es una herramienta excelente para la deteccion y
cuantificacion de contaminantes a concentraciones en el intervalo de 0.1-1ug/l en
muestras medioambientales de agua [105] y ha permitido el andlisis de pesticidas
polares y sus metabolitos [106] alcanzando de este modo el limite de deteccion
requerido para el control de agua potable (0.1ug/l para cada pesticida, en Europa)[107].
La posibilidad de determinar los compuestos mas polares favorece el uso de los
métodos de SPE-LC més que SPE-GC porque se elimina el tiempo consumido durante

la derivatizacion.

Recientemente los copolimeros de estireno-divinilbenceno son los adsorbentes mas

usados para precolumnas o cartuchos (10x2 mm i.d) en linea con cromatografia liquida

65



Revision de métodos

por su alta eficacia de retencion. Sin embargo, los constituyentes de la matriz,
mayoritariamente acidos hamicos y fulvicos son también retenidos y frecuentemente
interfieren con el anélisis de los compuestos de interés mas polares. Este problema ha
sido parcialmente resuelto afiadiendo poca cantidad de un modificador organico[108] o
surfactantes [109] o combinando SPE-LC con detectores menos sensibles a los

interferentes de la muestra [110].

Extraccion en fase solida acoplada a la electroforesis capilar (SPE-CE) La
combinacion en continuo y discontinuo de los procedimientos de concentracion con
sistemas de precolumnas selectivas de derivatizacion ha resuelto el problema de
deteccion y permite a la CE convertirse en una de las técnicas més adecuadas para la
separacion y determinacion de pesticidas en muestras de agua y suelo.

Los objetivos del desarrollo de la metodologia SPE-CE es alcanzar factores de
preconcentracion altos y mantener la elevada eficacia de separacion de la electoforesis

capilar.

El uso de la extraccion en fase sélida en continuo ofrece muchas ventajas en especial
cuando se debe analizar un elevado nimero de muestras: decrece la manipulacion de la
muestra lo que mejora la precision de los datos, disminuye el riesgo de contaminacion
dado que el sistema se cierra desde el punto de inyeccion de la muestra hasta el punto de
desecho del sistema cromatografico. No obstante, algunas de las limitaciones que
presenta son: el tiempo inicial requerido para el desarrollo del método, el coste adicional
involucrado, asi como la falta de selectividad del adsorbente tipicamente usado (Cgs,
copolimeros apolares) lo que impide alcanzar limites de deteccion muy bajos debido al
ancho pico que aparece al principio del cromatograma y al ruido de la linea base lo que
hace necesario realizar varias etapas de limpieza (clean-up), lo que en algunos casos la

hace una técnica tediosa y de elevado consumo de tiempo.

I1.3.-Microextraccion en fase solida. (Solid Phase Micro Extraction)
(SPME)

Normalmente los procesos analiticos estan constituidos por una serie de etapas que
implican extraccion, preconcentracion, limpieza, separacion, cuantificacion vy
tratamiento de datos, siendo cada una de ellas de gran importancia en la repercusion de

resultados. EI empleo de los métodos tradicionales para la preparacién de la muestra
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requiere en muchos casos el uso de disolventes toxicos y el empleo de procedimientos
qgue en alguna etapa puede originar la pérdida del analito durante el proceso.
Frecuentemente, la preparacion de la muestra es el origen de mayor error en el anélisis.
Una técnica ideal para la preparacion de la muestra deberia requerir el empleo de
pequefios volimenes de disolvente, ser eficaz, selectiva, barata y compatible con

muchos métodos de separacién y de deteccion.

La microextraccion en fase sélida (SPME) es una nueva metodologia analitica que
puede integrar el muestreo, la extraccion, y la introduccién de la muestra en una sola
etapa. Esta técnica fue desarrollada en la universidad de Waterloo (Ontario. Canada) por
Pawliszyn y sus colaboradores en el afio 1989 y el dispositivo instrumental lo

comercializa la casa Supelco.

La microextraccion en fase solida consiste en dos procesos: el reparto de los analitos
entre la fibra y la muestra y la desorcion de los analitos concentrados por distintos

procesos (mediante el empleo de disolventes o por el efecto de la temperatura).

Embol
Tornillo de <«
retencion del
embolo Tuerca Aguja perforadora
retencion de septum
Aguja de sujeccion
Tubo de la fibra

{Fibra de sflice fundida
/ con fase

Figura 19.- Aparato de la SPME.

El fundamento, por tanto, de la SPME es el siguiente: es un método de muestreo
en equilibrio en el que se produce la transferencia de los analitos desde la
matriz de la muestra hasta una fase adsorbente.

Una unidad SPME es muy simple (ver figura 19), consiste basicamente en una

fibra larga de silica fundida, recubierta con un polimero y un sélido adsorbente,
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unida a un piston de acero inoxidable cubierto por una aguja protectora que es

el que en realidad atraviesa el septum del cromatdgrafo.

A continuacidn, se comentaran los aspectos mas relevantes de cada una de las

etapas principales que tienen lugar en el proceso de SPME (figura 20).

Atravesar el ) Atravesar el Retraer_la fibra
septum de Retraer la fibra septum del y retirarla
. y retirarla inyector o vial
la muestra Exponer la fibra Yy
a la muestra Exponer la fibra
a desorcion
[T M1 [T I
) -
Fig.20.a.- EXTRACCION Fig.20.b.- DESORCION

Figura 20.- Procedimiento de extraccion y desorcion en SPME.

Extraccion La extraccion se puede llevar a cabo por dos vias, por inmersion directa
(ID-SPME) de la fibra en la muestra o permaneciendo en un espacio de cabeza

inmediatamente superior a ella (HS-SPME) (s6lo para volatiles).

En la extraccidén por inmersidn directa, la fibra cubierta por el adsorbente, es
sumergida directamente en la muestra liquida donde tiene lugar el
desplazamiento de analitos a la fibra y su posterior adsorcién (figura 20.a). La

agitacion del conjunto favorece el desplazamiento de los analitos hacia la fibra,

y por tanto favorece la eficiencia del proceso. Una vez concluida la etapa de

extraccion, se retrae la fibra y se retira para su desorcidn posterior.

En teoria todas las moléculas de los analitos presentes en la muestra deben
tener acceso facil al recubrimiento de la fibra lo cual se favorece con la
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agitacion de la muestra, a la vez que se disminuye el tiempo necesario para

alcanzar el equilibrio.

El contacto de la fibra con la muestra es siempre estacionario,
independientemente del nivel de agitacion y del método empleado (agitacion
magneética, vibracion de la fibra, etc.) y a medida que la distancia del analito a
la fibra aumenta, el tiempo de transferencia de masa también aumentara. Este
modelo, descrito como un flujo de masa, es aplicado para el recubrimiento de la
fibra y usa el concepto de la capa limite [111] asumiendo que existe una zona
estatica que rodea la fibra en donde el flujo de masa no se produce
correctamente aun cuando exista una perfecta agitacion. Esta zona estatica es
[lamada capa limite de Prandtl (Prandtl bondary layer) [112], y su espesor
depende de la velocidad de agitacion y de la viscosidad del fluido. La figura 21

representa graficamente la situacion de la capa limite de Prandtl.

Los métodos de agitacién pueden reducir la capa limite de Prandtl con éxito,
dicha capa determina la transferencia de la masa dentro de la fibra con lo cual

el tiempo necesario para alcanzar el equilibrio disminuye notablemente.

Ncleo de la fibra
Recubrimiento
De fibra

c .. M
S Capa Limite Uestra
3

S

)

[
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@)

O Distancia

Figura 21.- Capa limite de Prandtl [113].

En la extraccidn por espacio de cabeza, tal como se muestra esqueméaticamente
en la figura 20 a, la fibra entra en contacto con el vapor del espacio de cabeza
(bien sea obtenida a partir de una muestra so6lida o liquida), donde tiene lugar el
transporte del analito hacia la fibra en la que se retiene. Finalmente se retrae la

fibra y se opera como el caso anterior.
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Este sistema (HS-SPME) es muy conveniente para el analisis de compuestos
volatiles en muestras con matrices complejas, aumenta el tiempo de vida de la
fibra, ya que se evitan los efectos de saturacion de la fibra con sales u otros

compuestos de la matriz.

Cuando se alcanza el equilibrio en SPME, se consigue la maxima retencion del
analito [111], pero en la practica el tiempo de extraccidén se puede acortar en
funcion del factor de preconcentracion deseado. La temperatura, es otro factor
que también influye en el tiempo de extraccion [114], ya que las temperaturas
altas favorecen el transporte de masa de los analitos de la matriz al adsorbente
de la fibra. El calentamiento con microondas, suele mejorar la transferencia de
los analitos a la fase extractiva, pero en general, la temperatura es un parametro
que se suele mantener constante, a 30°C. Se podria, por tanto, resumir que los
pardmetros fundamentales a tener en cuenta en el proceso de extraccion directa

son la agitacién, el tiempo de exposicion y la temperatura [117,123].

Es importante resaltar que la manipulacién de la fibra debe hacerse con sumo
cuidado evitando los golpes o dobleces en la misma. Igualmente, se puede
proceder a la adicion de compuestos que favorezcan la adsorcion de los analitos
por la fibra pero han de considerarse las condiciones que deben cumplir de
forma que en ningln caso agredan la fibra (acidos y bases fuertes).

Desorcion La desorcion tal como se muestra en la figura 20.b puede ser térmica (CG) o

con disolventes:
e Térmica (CG)
e Con disolventes (LC, HPLC, EC ...).

Después de la extraccion de los analitos de la muestra la fibra se transfiere al
inyector del cromatdgrafo de gases o a la interfase del cromatografo de
liquidos, donde se expone por un tiempo tal que permita que los analitos se

desorban térmicamente o por la accion de la fase movil respectivamente.

Desorcion térmica La microextraccion en fase sdlida se puede acoplar

facilmente con la cromatografia de gases. El puerto de inyeccion del
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cromatografo puede ser utilizado para la desorcion térmica de analitos de la
fibra.

La fibra se expone a la zona caliente del inyector para desorber térmicamente
los analitos que son concentrados en cabeza de columna, y se analizan a

continuacion mediante GC.

La desorcidn térmica de los analitos, se basa en el descenso del coeficiente de
particion fibra/gas, a causa del aumento de la temperatura, y por tanto en el
descenso de la capacidad adsorbente de la fibra. En la mayoria de los casos,
este proceso de desorcion térmica es muy eficaz [118,123]. En el cromatdgrafo
de gases el flujo constante del gas portador dentro del inyector, facilita, aun
mas, la salida o eliminacion de los analitos de la fibra.

En la préactica, el proceso de desorcion térmica en el cromatdgrafo es el
siguiente: se inserta la aguja dentro del inyector de GC, bien de forma manual o
mediante un sistema automatico, donde los analitos, adsorbidos en el polimero,
son térmicamente desorbidos y posteriormente analizados en el cromatégrafo de

gases.

Desorcion con disolventes La desorcién térmica usando altas temperaturas
puede crear problemas tales como degradacidn del polimero, y la no desorcién
completa de los analitos poco volatiles. Asi la desorcidn con disolventes es una
alternativa para desorber los analitos de la fibra y especialmente atil cuando se
emplea el HPLC.

Se basa en el empleo de disolventes que tengan una elevada afinidad por los
analitos retenidos en la fibra. Puede tener lugar en un vial que contenga al
eluyente de interés o mediante el empleo de la interfase HPLC/SPME. En el
primer caso, la fibra con la aguja se sumerge en un pequefio volumen de
eluyente y se calienta suavemente para su desorcion y posteriormente se inyecta
en el instrumento deseado, un cromatografo de gases o liquidos o electroforesis

capilar para su separacién y analisis.
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En el caso del anéalisis por HPLC directo, se emplea una interfase HPLC/SPME
que conecta el dispositivo-jeringa de SPME con la véalvula de inyeccién del

cromatdgrafo de liquidos.
Consideraciones teoricas

La teoria de la SPME se basa en los principios basicos de la termodinamica y de

la transferencia de masa.

El reparto de los analitos entre la muestra acuosa y la fase estacionaria (pelicula
polimérica de la fibra) es el principio mas importante de operacion en SPME.
La teoria de la adsorcion en las fibras fue descrita por Louch y sus
colaboradores [111] quienes pusieron de manifiesto que el analito no se extrae
cuantitativamente sobre la fibra, ya que equivale a la existencia de Unicamente
un plato teorico, es decir, una sola etapa de adsorcién. Asi, el equilibrio tiene
lugar entre la concentracion de analito que queda en la fase acuosa y la
concentracion de analito adsorbido en el recubrimiento de la fibra (fase

estacionaria).

FASE 1
FASE 2
Fibra de silice
//

Muestra en d_|solu0|0n con fase adsorbente
(matriz)

S

Figura 22.- Sistema de dos fases

Como puede verse en la figura 22, es, por tanto, un sistema de dos fases:
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e La fibra de SPME (fase estacionaria).
e La matriz de la muestra (fase acuosa).

Estos autores, desarrollaron una relacion matematica para la evaluacion del
proceso dinamico de adsorcidn, en la que ponen de manifiesto que la cantidad
de analito absorbida en la fibra, n, estd relacionada con la concentracion en la
fase acuosa a través de la siguiente expresion (en caso de muestra acuosa Sin

espacio de cabeza):
n= KfszVs Co/Kfsz+V3 (1)
donde:

e Kjs es la constante de distribucion del analito entre la fibra y la matriz de la

muestra.
e V;iesel volumen de fase en la fibra.
e Ves el volumen de muestra.
e C, es la concentracidn inicial del analito en la muestra.

La ecuacion (1) describe la masa absorbida por el polimero de la fibra después
de alcanzar el equilibrio. Como indica dicha ecuacidn, si el volumen de la
muestra es muy grande (Vs >>Kss Vs ), la cantidad del analito extraida por la

fibra es:

n= KssVs Co (2)
De esta ecuacidn se deduce principalmente que:
e La cantidad de analito extraido no depende del volumen de muestra.

e No es necesario tomar un volumen conocido de muestra para realizar el

muestreo.

Estas caracteristicas, unidas a la sencillez del dispositivo, hacen de la SPME

una forma ideal para el muestreo en campo, puesto que, la fibra se podra
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exponer al aire o sumergir directamente en un pozo, un lago o un rio, sin tener
en cuenta el volumen de muestra. La SPME reduce el tiempo de anélisis en
campo puesto que combina en un Unico proceso muestreo, extraccion,

preconcentracion e inyeccion.

La SPME resulta, aparentemente, una técnica poco sensible si se compara con otras
técnicas de extraccion como la SPE la cual aisla a la mayoria de los analitos (> 90%),
pero solo inyectan un 1-2% de la muestra en el cromatografo de gases, mientras que con
la SPME se extrae mucha menor cantidad de analitos (2-20%), pero todos son
inyectados en el cromatografo de gases, con lo que se compensa la cantidad de analito

que en uno u otro caso se inyecta en el cromatografo.

Inicialmente se empled una fibra de silice fundida cubierta con una fase de
polidimetilsiloxano (PDMS) o poliacrilato (PA) y hoy dia se han extendido a
otros recubrimientos como Carbowax-divenilbenceno, PDMS-divinilbenceno o

Carboxen-PDMS. En la tabla 8 se muestran los tipos de fibras existentes:

Tipo de fibra Grosor T maxima(°C) T(°C) Uso
recomendada | recomendado

PDMS 100pum 280 200-270 GC/HPLC

PDMS 30um 280 200-270 GC/HPLC
PDMS 7um 340 200-270 GC
PDMS/DVB 65um 270 200-270 GC

PDMS/DVB 60um 280 200-270 HPLC

PA 85um 320 220-310 GC/HPLC
CAR/PDMS 75um 320 240-300 GC
CW/DVB 65um 265 200-260 GC
DVB/CAR/PDMS | 50/30um 270 230-270 GC

Tabla 8.- Fibras existentes en la actualidad y sus condiciones de trabajo.

PDMS: Polidimetilsiloxano, PA: Poliacrilato, DVB: Divinilbenceno, CW: Carbowax,
CAR: Carboxen.

La fibra PDMS muestra una gran afinidad para compuestos no polares tales

como PAHSs. Sin embargo, también se puede usar con eficacia para la extraccion
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de compuestos mas polares, particularmente después de optimizar las
condiciones de extraccion. La fibra de PDMS es una fibra robusta y puede
soportar temperaturas, de hasta 300°C. La reduccién del espesor de la pelicula
de 100 a 7 um produce una fase limitada que es mas estable a altas
temperaturas con lo cual pueden ser utilizadas para el analisis de compuestos
menos volatiles. Ademas, el proceso de desorcion es mas rapido desde la capa

de 7 um que desde la capa de 100 um.

La fibra de PDMS de 30 um extrae y libera compuestos semivolatiles de pesos
moleculares méas altos que las fibras de 100 um y ofrecen mayor retencion de

compuestos semivolatiles no polares que las fibras con 7 um.

Las fibras con fase estacionaria de polidemitilsiloxano/divinilbenceno
(PDMS/DVB), Carbowax (CW: polietileno glicol)-DVB permiten extraer
compuestos polares méas volatiles tales como alcoholes o aminas, que se

adsorben y se desprenden méas rapidamente.

La fibra con fase estacionarla de poliacrilato (PA) es méas polar y es utilizada
para la extraccion de compuestos polares. EI PA es un polimero solido a
diferencia del PDMS, por lo tanto el tiempo de equilibrio es mayor que el de las
fibras liquidas de PDMS. Esta fibra tiene gran afinidad por compuestos polares
como fenoles y pesticidas polares [114].

La fibra carbowax y carboxen (CAR: soporte de carbono activo poroso) de fases
mezcladas se utiliza para la extracciébn de compuestos mas polares como

cetonas y alcoholes.

Las fibras son compatibles con la mayoria de los disolventes orgénicos, si bien
hay que evitar usar las fases PDMS cuando se utilicen disolventes apolares. Los
disolventes organoclorados disuelven las uniones epoxi que poseen las fibras y
gue mantienen sus partes ensambladas unas con otras por lo que debe evitarse

Su uso.

Desde su desarrollo, SPME fue usada para la determinacién de varios compuestos

organicos en diferentes tipos de muestras (gaseosas, liquidas y soélidas), prestando
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mucha atencion a la determinacion de compuestos volatiles tales como benceno, tolueno

y xilenos (BTEXSs) [115] y compuestos orgénicos volatiles(\VOCs) [116].

El desarrollo de un procedimiento para la determinacion de pesticidas usando la
técnica SPME requiere siempre la optimizacion de variables relacionadas con

las etapas de extraccion y de desorcion (tabla 9).

Variable Observaciones Referencias

Extraccion

Tipo de fibra [117]

Tiempo de extraccion |30s hasta 120min [117,118,119]
hasta 16horas [120,121]

Fuerza idnica 0%NaCl hasta saturacién [120,122]

pH pH 2-11 [122,123]

temperatura 4°C hasta 80°C [120,121]

Volumen de muestra |1-2ml [124]

Agitacion 0-1600rpm [122]

Desorcion

Temperatura 240-290°C, 210-310°C [118,125]

Tiempo Hasta 7 min [118,119,125]

Disolvente y volumen | ACN [126]

Tabla 9.- Optimizacién de variables consideradas en el procedimiento de
SPME.

Como podemos ver, entre las variables mas ampliamente estudiadas estan casi
siempre, el tipo de fibra, tiempo de extraccion y fuerza idnica de la muestra, en
la etapa de extraccion, y la temperatura y el tiempo en la etapa de desorcion. La
mayoria de los trabajos describen el uso de fibras con recubrimiento de PDMS
y PA porque como hemos sefialado fueron las primeras fibras utilizadas. Para
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los compuestos organicos el principio de “semejante disuelve a semejante” se
aplica de tal forma, que para la extraccion de compuestos polares se utilizaran
fibras con recubrimientos polares. Hoy dia hay muchos recubrimientos que
cubren un amplio intervalo de polaridad y estdn comercialmente disponibles
(por ejemplo Carbowax-divinilbenceno recientemente comercializada). La
introduccion de estas nuevas fases se debe al interés de extraer compuestos mas

polares y aumentar el grado de su aplicacion cuando se utiliza el HPLC.

Se ha evaluado el efecto de largos tiempos de extraccion (de hasta 16 horas),
pero muchas veces se emplean tiempos cortos a pesar de no haberse conseguido
las condiciones de equilibrio [118,127]. La eficacia de extraccion de pesticidas
puede estar influida por el pH de la muestra, aunque muchos autores consideran
que el pH no es una variable a controlar para los pesticidas neutros [123,127],
pero si en la extraccion de compuestos ionizables como herbicidas acidos[119]
o clorofenoles[125] en los que el pH de la muestra debe ser ajustado a 1 antes
de la SPME. Otro pardmetro que afecta la eficiencia de la extraccion es la
fuerza ionica (salting out) que se puede controlar mediante la adicidn de sales a
la muestra. Este efecto fue estudiado con frecuencia en las aplicaciones de
SPME por la adicion de NaCl o Na,SO4[128]. Muchos autores estan de acuerdo
del efecto positivo causado por la adicidon de NaCl a la muestra sobre la eficacia
de la extraccion de la mayoria de los compuestos, sin embargo otros no han
encontrado ninguna relacion entre la eficacia de extraccion y la adicion de sales
[118,129]. Hernandez y col. sugieron que una concentracion alta de sales puede
conducir a efectos negativos sobre la estabilidad de la fibra, como por ejemplo
cuando se usa una fibra de Carbowax-divenilbenceno (ver figura 23) [130].

La primera aplicacion para determinar pesticidas aparece hasta el afio 1994
[131,132]. Eisert y col. usaron una fibra de PDMS(100um) para la extraccion
de seis pesticidas organofosforados de agua Mili-Q y de rio alcanzando limites
de deteccion de partes por billon. Hoy en dia hay alrededor de 400 referencias
sobre la técnica SPME, de las cuales 60 son sobre el anélisis de pesticidas.

La mayoria de las aplicaciones de SPME para la determinacién de pesticidas
implican la extraccion de muestras de agua, no solamente por su relevancia

medioambiental si no porque la técnica es adecuada y se puede usar
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perfectamente para la extraccion de matrices acuosas. Cuando se evalGan otras
matrices la mayoria de los autores incluyen una seccién relacionada con
muestras de agua como etapa preliminar de la optimizacion [123,128,130].

Figura 23.-Fotografia de una fibra obtenida usando un microscopio 6ptico: (A)
fibra nueva, (B) después de 6 extracciones usando 30% de NaCl, y (C) despueés
de 15 extracciones usando 30% de NacCl.

La tabla 10 recoge un resumen sobre las determinaciones de pesticidas con distintos

tipos de fibras y matrices acuosas (agua ultrapura, agua (superficial y subterranea) y
agua de consumo).

La reproducibilidad obtenida (inferior al 17%) y la buena precisién de los

resultados permite considerar a la SPME como una técnica prometedora para el
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Pesticidas Matriz Tipo de fibra |procedimiento Determinacion |LOD(ngl™") |Ref.
Organofosforados | Agua subterranea |PDMS 100um |4ml de muestra saturada con NaCl a| GC-NPD 0.03-37.5 |130
Agua superficial pH 7, extraccion durante 20min; |GC-MS 0.01-8.13
desorcion a 220°C durante 5 min
Organofosforados | Agua de mar PA 2ml de muestra extraidos a60°C|GC-NPD 0.006-0.136|118
Agua residual durante  45min con agitacion;
desorcion a 260°C durante 2 min
Organofosforados | Agua subterranea |PDMS 100um |3ml de muestra extraida durante 25|GC-NPD 0.003-0.13 |131
PA min con agitacion; desorcion a 0.001-0.09
220°C durante 5min
Triacinas Agua subterranea |PDMS 100um [4ml de muestra extraida durante|GC-MS 0.004-0.023 | 132
Agua superficial |[PA 50min con agitacion; desorcion a 0.006-0.019
250°C durante 5min
Organoclorados |Agua de rio PDMS 100pum |1.7ml de muestra extraida durante 2| GC-ECD 0.005-0.02 |121

min con agitacion; desorcién a

250°C durante 2min

Tabla 10.- Aplicacion de SPME para la determinacion de pesticidas en muestras de agua.




200mg de suelo y 4ml de agua
durante 60min; desorcion con 50ul

de metanol

Pesticidas Matriz Tipo de fibra procedimiento Determinacién | LOD(ugl™) | Ref.
Herbicidas, Suelo PDMS 100um |0.59 de suelo + 4ml de agua GC-MS - 132
Organoclorados y (ID-SPME) agitacion 50min, desorcién a 230°C
Organofosforados durante 5 min.

Organofosforados Suelo PA 3.59 de muestra + 3.5ml de agua GC-FID 29-143 136
(HS-SPME) destilada extraccion 60min a 80°C, GC-MS 14-29
desorcion a 250°C durante 3 min

Triacinas Suelo CW-TPR Extraccion de la suspensién de HPLC-MS 2-10 135

Tabla 11.- Aplicacion de SPME para la determinacion de pesticidas en muestras de suelo.
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analisis cuantitativo de estos compuestos en agua a concentraciones que estan
alrededor del Iimite Europeo de 100 ngl™ para pesticidas individuales en agua

de consumo.

Como puede observarse en la tabla 10 la cromatografia de gases usando
espectrometria de masas (MS), captura electronica (ECD) o nitrégeno fosforo
(NPD) como sistema de deteccién son los sistemas de deteccion mas

ampliamente utilizados.

La automatizacion en la preparacion de muestra usando la microextraccién en
fase solida es menos complicada que mediante el empleo de métodos
convencionales, ya que soOlo requiere unas pequefias modificaciones en un

muestreador automatico de un cromatografo de gases.

Eisert y Pawliszyn [136] han desarrollado un sistema automatizado de SPME-HPLC
Ilamado “in-tube”, donde se emplea una seccion de un capilar (trozo de una columna de
GC) de silice fundida entre la jeringuilla y la valvula de inyeccién de un
automuestreador de HPLC. Este sistema puede llevar a cabo la extraccion, desorcién e

inyeccion en continuo usando un muestreador automatico.

Aunque la teoria de los métodos SPME con fibra y SPME “in-tube” son similares, la
diferencia significativa entre estos métodos es que la extraccion de los analitos se lleva a
cabo en la superficie exterior de la fibra para la SPME con fibra y en la superficie
interior del capilar en caso de la SPME “in tube”. Esta técnica mejora la selectividad de
la SPME para compuestos polares usando una fase estacionaria méas polar tal como

carbowax.

Muchos pesticidas polares, térmicamente inestables y/o de baja volatilidad no pueden
ser analizados directamente con GC y requieren la aplicacion de un procedimiento de
derivatizacion como una etapa preliminar para su determinacion por cromatografia de
gases. En este sentido, la combinacion de la derivatizacion y SPME fue realizada para el

andlisis de herbicidas fenoxiacidos [119].

La determinacién de pesticidas en muestras de suelo usando SPME no ha sido todavia
bien establecida, la tabla 11 resume las aplicaciones mas relevantes llevadas a cabo con

la técnica, donde puede verse que la mayoria se basan en la preparacion de una mezcla
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de suelo y agua destilada y la inmersion de la fibra de SPME en esta suspensién
[125,137].

Tipicamente la cantidad de suelo usada oscila de 20 a 500 mg [125,135]. En la mayoria
de los estudios se refleja la complejidad de esta matriz que proporciona una baja

eficiencia de extraccion.

Algunos autores [138] han usado la fibra de PA para la determinacion de varios
pesticidas en extracto de suelo empleando acetonitrilo como disolvente. Otros [130] han
usado, en un sistema de extraccion con microondas, una fibra de CW-DVB para
determinar 5 triacinas, molinate y bromacil en suelo usando metanol seguido de una
dilucion posterior con agua destilada para disminuir el efecto negativo de la
concentracion del disolvente organico en la adsorcién de los pesticidas en la fibra.

En resumen todos los trabajos hechos hasta ahora consideran que la técnica de
SPME ofrece un gran potencial como técnica de tratamiento y preconcentracién
de muestra siendo ademas rapida, simple y barata para la determinacion de
pesticidas en muestras de suelo. Todos estos aspectos nos han llevado a evaluar
la SPME para la determinacion de pesticidas (atracina, me-paration, clorpirifos,

metidation y carbofenotion) en suelos.
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11.4.-Extraccién asistida con microondas

EL tratamiento de muestras es en quimica analitica una de las partes mas importantes y
complejas del proceso analitico y el que por lo general contribuye a la mayor fuente de
error. Como se desprende del esquema ilustrado en la figura 24 es la etapa que mas

tiempo consume en la ejecucion del analisis [140].

. Toma de
Tratamiento muestra
de datos 6%

27%

Analisi
6%

Preparacion
de muestra
61%

Figura 24.- Distribucion del tiempo total de realizacion de un andlisis.

Los métodos tradicionales de preparacion de muestras suelen basarse en el empleo de
temperaturas altas con el uso de placas calefactoras y suelen ser procesos excesivamente
lentos y tediosos, presentando un alto riesgo de contaminacion de la muestra. Estos
inconvenientes han hecho que se busquen nuevas formas de energia tales como la
radiacion de microondas, como método de tratamiento de muestras ya que ofrece la
ventaja de reducir significativamente el tiempo requerido en esta etapa preparativa de la
muestra. La radiacién de microondas se estd empleando actualmente con éxito para
extraer analitos contaminantes de muy diversa naturaleza de muestras de diferente

naturaleza.
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11.4.1.-Consideraciones tedricas de la interaccion de microondas con la materia

La energia de microondas (ondas electromagnéticas) [141] es una radiacidn no ionizante
que causa el movimiento de las moléculas debido a la migracion de iones y la rotacién
dipolar, pero no causa cambios en la estructura molecular. La region de microondas
comprende el intervalo de frecuencias comprendido entre 300 y 300000 MHz (ver
figura 25). No obstante, los equipos de microondas domésticos, asi como los utilizados

en digestion y extraccion analitica operan unicamente a 2450 MHz.

e

Electrones de Elactrones de
capas Internas capas externas

Vibracionas molecularas 3 Movimiento molecular
Rotaciones moleculares

(electrones de valencia)

Wt 0? 10 107 10* 10 0* w0 10 1! 1
LONGITUDES DE ONDA (METROS)
{ I T ) i ; L
3x10" 3110 3x10™ 33107 3x0™ 3x10*
FRECUENCIAS (Hz)}

Figura 25.- Espectro electromagnético.

La capacidad de una especie para absorber energia de microondas varia con su
naturaleza quimica. Asi, el valor de la constante dieléctrica es una medida de la
capacidad de la muestra para absorber la radiacion de forma que cuanto mayor sea su

valor, mayor sera la capacidad de absorcion de la muestra. El calentamiento de una

84



Revision de métodos

muestra dependera ademas de su capacidad para transformar la energia de microondas
en calor. Se define el factor de disipacion (tan ) como la relacion entre la pérdida

dieléctrica de la muestra o factor de pérdida (¢”") y su constante dieléctrica (&") ;
tand =¢"’/¢

El factor de pérdida mide la capacidad de la muestra para disipar la energia de
microondas como calor. Existen tablas donde se recogen los valores de los factores de
disipacion y las constantes dieléctricas para distintos materiales [142]. En caso de la
extraccion usando disolventes organicos, hay que tener en cuenta también los valores de

sus constantes dieléctricas.

Tabla 12.- Caracteristicas para disolventes usados en MAE.

Disolvente Constante Punto de ebullicion| Temperatura en
dieléctrica (°C) vasos cerrados (°C)?

Hexano 1.89 68.7

Hexano-acetona 52° 156

Diclorometano 8.93 39.8 140

Acetona 20.7 56.2 164

Metanol 32.63 64.7 151

Acetonitrilo 37.5 81.6 194

#a 175 psig

® determinado experimentalmente

La energia de microondas es absorbida por la muestra en una proporcion dependiente
del factor de disipacién. La capacidad de penetracion de la radiacion de las microondas
se considera infinita en materiales transparentes a la radiacién y nula en materiales

reflectivos como son los metales.

En la tabla 12 se muestran algunas caracteristicas de los disolventes usados en la

extraccion asistida con microondas MAE [143].
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* Transformacion de la energia de microondas en calor

La energia de microondas se disipa mediante dos mecanismos: conduccién ionica y
rotacion dipolar, y en muchos casos, ambos mecanismos tienen lugar simultaneamente.
Los parametros que afectan a la conduccion idnica son la concentracion de iones, su

movilidad y la temperatura de la disolucion.

La rotacion dipolar se refiere al alineamiento de las moléculas que tienen momento
dipolar permanente o inducido, debido a la accion de un campo eléctrico. Cuando deja
de aplicarse el campo causante de este efecto, la agitacion térmica devuelve el desorden
a las moléculas en un breve espacio de tiempo. El tiempo de relajacion dieléctrico se
define como el tiempo necesario para que el 63% de las moléculas de una muestra
vuelvan al desorden. A 2450 MHz, el alineamiento de las moléculas seguido por la
vuelta al desorden ocurre 4.9x10° veces por segundo, lo que da lugar a un calentamiento
muy rapido. De todas formas, la eficacia del calentamiento mediante rotacion dipolar
depende del tiempo de relajacion dieléctrica, que a su vez depende de la temperatura y
de la viscosidad de la muestra. La maxima conversion de energia por ciclo para muchos
materiales (pérdida dieléctrica debida a la rotacion dipolar) ocurrira cuando w=1/,
donde w es la frecuencia angular de la energia de microondas en radianes por segundo y

t es el tiempo de relajacion dieléctrica de la muestra.
* Efecto de la temperatura en el factor de disipacion

La temperatura afecta a los dos mecanismos de conversion de energia; rotacién dipolar
y conduccién ionica. Para moléculas pequefias, como agua y otros disolventes, la
pérdida dieléctrica de una muestra debido a la contribucion de la rotacion dipolar
disminuye cuando la temperatura de la muestra aumenta. En contraste, la pérdida
dieléctrica debida a la conduccion ionica aumenta cuando la temperatura de la muestra
aumenta. De todas formas, cuando una muestra de naturaleza idnica se calienta con
energia de microondas, la pérdida dieléctrica de la muestra esta inicialmente dominada
por la contribucion de la rotacion dipolar. Cuando la temperatura aumenta, la pérdida

dieléctrica es dominada por la conduccion ionica.

La contribucion de cada uno de estos dos mecanismos de calentamiento dependeréa de la

movilidad y concentracion de los iones en la muestra asi como de su tiempo de
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relajacion. Si la movilidad iénica y la concentracion de iones son bajas, entonces el

calentamiento de la muestra estard enteramente dominado por la rotacion dipolar.

El agua exhibe una reduccion del factor de disipacion cuando aumenta la temperatura
[144], mientras que la mayoria de los disolventes organicos se comportan de un modo
diferente, el factor de disipacién aumenta con la temperatura. El factor de disipacion de
los sélidos también aumenta con la temperatura, de forma que algunos tienen pérdidas
dieléctricas muy bajas a temperatura ambiente, pero la absorcion de la energia
electromagnética aumenta muy rapidamente con la temperatura. La estabilizacion de la
temperatura en un sistema expuesto a radiaciéon de microondas, solo es posible si el
calor se puede eliminar en una proporcidn suficientemente alta o si se limita la potencia

de microondas.
#Influencia de la forma y el tamafio de la muestra

La forma y el tamafio de los objetos calentados por microondas tienen un impacto
mucho mayor y diferente en la distribucion de la temperatura que en los metodos
clasicos de calentamiento. La energia de microondas incide directamente en el interior
del objeto o muestra de forma que ésta se calienta sin la mediacion del proceso de
conduccién y/o conveccion, lo que origina que las temperaturas en su interior sean
superiores a las de su superficie, especialmente en sélidos con baja conductividad

térmica (en liquidos también puede originarse un gradiente de temperatura).

Todas estas consideraciones hacen que aquellos sistemas que poseen caracteristicas
estructurales no homogéneas, o que contienen distintas especies quimicas con
propiedades dieléctricas diferentes dispersas en un medio homogéneo, puedan

experimentar un calentamiento selectivo de algunas areas o componentes del sistema.
11.4.2.-Aplicaciones analiticas de la extraccion con microondas

La primera aplicacion de la radiacion de microondas en la preparacion de muestras data
de 1975 [145], en la que se empled un horno de microondas para la destruccion de
materia organica, usando combinaciones de &cido nitrico con acido perclérico o con
peréxido de hidrogeno. La primera aplicacion de la extraccion asistida por microondas
de analitos usando disolventes orgéanicos no tuvo lugar hasta el afio 1986 [146]. Se
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empled para extraer analitos de suelo, semillas y alimentos empleando metanol o

metanol-agua para compuestos polares y hexano para los no polares.

Los autores utilizaron un microondas domeéstico y expusieron las muestras, previamente
mezcladas con disolventes adecuados, a varios periodos de irradiacion separados entre
si por periodos de enfriamiento, para evitar que se produjera la ebullicion de la muestra.
Se demostrd que la extraccion de compuestos polares tenia lugar con mayor eficacia que
la proporcionada por el método Soxhlet. Las recuperaciones obtenidas fueron
comparables 0 mejores que las obtenidas con las técnicas tradicionales, pero la
extraccién con microondas demostré ser mucho mas rapida (La duracion de cada etapa
de calentamiento fue de 30s). Esta forma pionera de tratamiento de muestra fue de gran
importancia a pesar del riesgo de fuego que implicaba el uso de disolventes organicos.
Hoy dia se han comercializado nuevos sistemas de MAE que han minimizado el riesgo

que supone el calentar disolventes organicos.

El uso de microondas para realizar la mineralizacion de muestras en el andlisis
elemental constituye en la actualidad una técnica bien desarrollada y se ha establecido
como método de rutina en muchos casos [147]. No obstante la extraccion con
microondas se encuentra todavia en su fase de desarrollo y son numerosas las

aplicaciones que se recogen normalmente en la bibliografia.

El proceso de extraccion asistida por microondas (MAE) ha sido patentado por

Environment Canadéa [148].

La seleccion del disolvente es el punto clave para una extraccion eficaz. En su seleccion
hay que considerar su capacidad de absorber la energia de microondas, la interaccion
del disolvente con la matriz, y la solubilidad de los analitos en el disolvente (el principio
de “semejante disuelve semejante” sigue siendo aplicable en MAE). El disolvente con
un momento dipolar grande es el que se calienta mas rapido usando energia de
microondas. Por ejemplo, hexano (momento dipolar< 0.1Debeye) no se calienta,
mientras que la acetona con un momento dipolar de 2.69 Debeye lo hace en fracciones
de segundos. Asi, una mezcla de hexano-acetona es un disolvente ideal para compuestos
de importancia medioambiental, y muchas aplicaciones describen el uso de hexano-
acetona (1:1) [149].
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Otros factores de gran importancia que deben tenerse en consideracién a la hora de

seleccionar el disolvente son:

+«+ La compatibilidad entre el disolvente de extraccion y el método analitico usado en el
analisis del extracto (disolventes menos polares parecen ser mejores para el analisis
con cromatografia de gases, mientras los mas polares lo son para la cromatografia de

liquidos).

¢+ La selectividad del disolvente. Son pocos los trabajos encontrados en la bibliografia
sobre la selectividad de MAE debido a la eficacia del proceso. Por lo general en la
mayoria de los casos se requiere una etapa de limpieza (clean-up) previa con el fin

de que los extractos sean mas selectivos.

Cuando se procede a la MAE en reactores cerrados, la temperatura para la mayoria de
los disolvente (acetona, acetona-hexano, diclorometano-acetona) en el interior del
reactor es dos o tres veces superior al punto de ebullicién del disolvente, y como
resultado se mejora la eficacia de la extraccion del analito desde la matriz.

Aplicaciones especificas de MAE

En los ultimos afios el nimero de aplicaciones medioambientales de esta tecnologia ha
aumentado rapidamente. Por ejemplo la extraccion de pesticidas organoclorados en
sedimentos [150] cuyos resultados han servido para patentar el proceso por
Environment Canadd (usando la terminologia, Proceso asistido por microondas
(MAP™ ). Se ha llevado a cabo la extraccién de aldrin, dieldrin y DDT de suelos y
sedimentos empleando acetonitrilo, isooctano y una mezcla de los dos disolventes (1:1)
obteniendo recuperaciones desde 74% hasta el 95.3% y con una desviacion estandar que
no supera el 4%.

Avilay col.[149] han utilizado MAE para la extraccion de 20 pesticidas organoclorados
de muestras de suelo enriquecidas con recuperaciones del 83% y RSD del 10% usando
las condiciones siguientes: temperatura 115°C; tiempo 10min a 100% de potencia; y 30

ml de acetona-hexano.
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La extraccion por MAE de atracina y sus productos de degradacion [151] de suelos
agricolas se llevé a cabo con agua y HCI 0.35M como disolvente de extraccion. Los
extractos fueron mas limpios que los obtenidos con mezclas de metanol-agua y
acetonitrilo-agua, pero la recuperacion de la atracina fue solo de 55-65%, con una
desviacion estandar aproximadamente de 30-40%. Sin embargo otros autores han
demostrado la eficacia de MAE al extraer triacinas de suelo usando como disolvente de
extraccion agua [152] metanol [152], acetona-hexano(1:1)[152], diclorometano [152],
diclorometano-agua (50:50)[153], metanol-diclorometano(10:90)[153]. El agua parece
ser el disolvente mas adecuado por su polaridad y capacidad de interaccion con la
materia polar del suelo desorbiendo asi las triacinas [152].

La técnica MAE aplicada a muestras acuosas requiere por lo general una etapa de
preconcentracion previa en discos membrana u otros materiales adsorbentes. Chee y col
[154] usaron discos de Cig ¥ luego extrajeron los analitos de los discos con 20 ml de
(acetona o diclorometano) a 80°C, 100°C y 120°C durante 1, 2, 5 y 10min
respectivamente. La acetona proporciond recuperaciones superiores que el

diclorometano.

Hasty y Revesz [155] optimizaron de forma univariante la temperatura, volumen de
disolvente y tiempo de extraccion de hidrocarburos en suelo. Utilizando disolventes no

polares como el hexano y otros polares.

Lopez Avila y col. [156,157] optimizaron la extraccion de varios grupos de
contaminantes como son pesticidas, PAHS, PCBS, fenoles y compuestos basico/neutros
en suelos y sedimentos. Estos autores estudiaron con detenimiento la influencia de toda
una serie de factores (tipo y volumen de disolvente, tipo de muestra y tamafio de la
misma, nimero de vasos de extraccion utilizados simultdneamente, asi como cantidad
de agua afiadida) en la temperatura maxima alcanzada por el sistema y el tiempo
necesario para alcanzar esta temperatura. Las extracciones fueron realizadas finalmente
en hexano-acetona (1:1) a 115°C durante 10 minutos, utilizando un tamafio de muestra
de 5 gramos y un volumen de disolvente de 30 mL. En la tabla 13 se muestran

aplicaciones de MAE para extraer pesticidas de diferentes muestras.
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Analitos Matriz Disolvente Condiciones Ref.
de MAE

Pesticidas Sedimentos | Acetonitrilo Radiacion en 30s, | 149

organoclorados Isioctano repetida 5 veces

Isooctano-acetonitrilo(1:1)

Atracina Arena Metanol, Agua 152

Simacina Arcilla Acetona-hexano (1:1)

Prometrin Florisil Diclorometano

7Pesticidas Agua (C1s) | Acetona, Diclorometano 1, 3, 5, 10min a|154

organofosforados 80, 100, 120 °C, en

Fungicidas/herbic vasos cerrados.

-idas

Atracina Suelo Agua 3, 4 y 5min en|158
vasos cerrados.

Tabla 13.- Aplicaciones de MAE para pesticidas, seleccionados de la bibliografia.

11.5.- Otros

La extraccion con fluidos supercriticos (SFE) es también otra técnica utilizada en la
extraccion de pesticidas que emplea disolventes con propiedades intermedias entre un
gas y un liquido. Las ventajas conseguidas mediante el empleo de esta técnica son
debidas a las propiedades fisicas inherentes a los fluidos supercriticos.

Se ha demostrado que la SFE presenta claras ventajas, como menos tiempo de
preparacion de muestra y bajo consumo de disolventes, sobre los métodos de extraccion
convencionales. Ademas de conseguir recuperaciones iguales o mejores que las técnicas
clasicas [159]

Las areas en las que SFE ha tenido una mayor aplicacion analitica son las de medio
ambiente, alimentos e industrial, su principal campo de aplicacion es, actualmente, la

guimica analitica medioambiental.

Referente al empleo de la SFE de pesticidas de matrices medioambientales, a pesar de
que la bibliografia es bastante extensa, la mayoria de los ejemplos se han llevado a cabo
con suelos enriquecidos a diferentes niveles de concentraciones. Algunos han estudiado
el efecto de la interaccidn de suelo-pesticida (efecto matriz) en la eficiencia de SFE para

la extraccion de pesticidas en suelo [160], otros han estudiado el efecto del tipo y la
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cantidad del modificador(metanol, acetonitrilo, toloueno) y del tiempo de extraccion de

pesticidas organoclorados de suelos usando la SFE [161].

En general la optimizacién de la SFE en un andlisis requiere un mayor esfuerzo que en
otras técnicas convencionales de extraccion debido a que hay mas parametros
experimentales que deben ser controlados como: Presion, temperatura, flujo, tiempo de
extraccion estatica, tiempo de extraccion dinamica, tamafio de la muestra, eleccion del
fluido supercritico, eleccion del modificador, cantidad de modificador, matriz de la

muestra, etc.

El acoplamiento de la extraccion con un fluido supercritico y la cromatografia de gases
es una opcion ventajosa cuando los componentes de la muestra son lo suficientemente
volatiles, ya que la mayor parte de los fluidos supercriticos son facilmente compatibles

con esta cromatografia.

11.6.- Optimizacion del proceso analitico: disefios factoriales
[1.6.1.-Introduccion

Los disefios factoriales son un tipo de disefios experimentales que se usan muy a
menudo para investigar superficies de respuesta multifactoriales [162]. La palabra
"factorial” indica que muchos factores se varian simultaneamente de un modo
sistematico. Una de las mayores ventajas de los disefios factoriales es que pueden usarse

para revelar la existencia de interacciones entre diferentes variables de un sistema.

Historicamente, los disefios factoriales fueron introducidos por R.A. Fisher
contradiciendo la entonces prevaleciente teoria de que si se queria descubrir el efecto de
una variable en un sistema, los demas se deberian mantener constantes, y solo se debia
variar el factor objeto de estudio. Fisher demostré que todos los parametros o variables
de interés podian variarse simultineamente y estimar con un adecuado tratamiento

matematico los efectos individuales de los factores, asi como sus interacciones.

El nimero de factores (variables) involucrados en el disefio, y el nUmero de niveles
(valores discretos) asignados a cada factor son importantes descriptores de los disefios
factoriales. El disefio factorial mas directo y facil de entender comprende medidas de la

respuesta para todas las combinaciones posibles de factores a todos los niveles que les
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han sido asignados. De este modo, la descripcion de un disefio factorial da el niUmero de
combinaciones de factores (f) contenidas en el disefio. En general, si P es el nimero de
factores que van a ser investigados y k es el nimero de niveles de cada factor, sera k” el

numero de combinaciones de factores generadas por un disefio factorial completo.

El modelo mas comunmente ajustado a los datos obtenidos a partir de un disefio

factorial a dos niveles 2° es:
Yii = Do +0iXii + DaXoi + DiXiiXzitni

En este caso el nimero de parametros a determinar coincide con el ndmero de
combinaciones de factores (experimentos), siendo, por lo tanto, cero el nimero de
grados de libertad [163] y no es posible evaluar la falta de ajuste del modelo. Este
problema se soluciona mediante la eliminacion de aquellos efectos que no parecen ser
significativos en el modelo y permite que la variacion adscrita a esos efectos aparezca
en los residuales. Ademas, si no se realizan réplicas, no se dispone de grados de libertad
para estimar la incertidumbre de las medidas experimentales. Esto se soluciona

normalmente, realizando réplicas, a menudo en el centro del disefio.

Otro inconveniente es que aquellos modelos que incluyen términos cuadraticos, no

pueden ser ajustados a los datos obtenidos a partir de un disefio factorial completo.

Uno de los mayores problemas de los disefios factoriales completos es que cuando el
numero de factores a estudiar es moderado o alto, el nimero de experimentos a realizar

es muy grande. En estos casos es conveniente recurrir a disefios factoriales fraccionales.
11.6.2.-Disefios factoriales fraccionales (screening).

Estos disefios, como su propio nombre indica, sirven y se usan para separar la
importancia o incidencia de distintos factores [164]. Supongamos gque estamos iniciando
una investigacion y contamos con un numero elevado de factores que potencialmente
pueden afectar a nuestro sistema. Seria interesante disponer de una herramienta que nos

permitiera separar los factores importantes de aquellos que no lo son.

El proposito de iniciar un estudio con un disefio de screening es elegir, a partir de un
elevado numero de factores potencialmente Utiles aquellos que ejercen la mayor

influencia en el sistema.

93



Revision de métodos

11.6.3.-Disefios de superficie de respuesta

La metodologia de superficie de respuesta [165] fue desarrollada por Box, Wilson y
Youle a principios de 1950. Es una herramienta para construir modelos empiricos que
usan técnicas secuenciales de experimentacion para reconocer un campo de interés y

localizar en él las variables méas importantes y sus efectos.

En los primeros momentos de la investigacion, generalmente se usan disefios de
screening con el fin de reducir el nimero de variables potenciales a partir de un nimero
relativamente grande. A continuacion, siguiendo el camino de pasos ascendentes, se
puede localizar una region en la que una ecuacién polinomial de primer grado no se
puede aproximar de forma satisfactoria. Esta area incluye un maximo o un minimo local

o global en la superficie de respuesta.

En este caso se puede aplicar la metodologia de superficie de respuesta para describir el

area alrededor del méaximo, usando un polinomio de segundo grado o superior.

Disefios centrales composicionales (Central composite) Los disefios centrales
composicionales constituyen los disefios de superficie de respuesta mas importantes
[166]. Estos disefios constan de dos partes: por ejemplo, en un estudio de 3 factores, 8
de los puntos en un disefio central composicional forman un cubo que corresponde a un
disefio factorial completo 2. La parte correspondiente a la estrella consiste en un grupo
adicional de puntos, situados a igual distancia del centro del cubo en radios que pasan a
través del punto central de cada cara del cubo. La distancia desde el centro del cubo a
uno de esos puntos se denomina "distancia axial™ de la estrella. La yuxtaposicion de un
disefio factorial a dos niveles con un disefio de estrella permite estimar todos los
parametros en un modelo polindmico completo de segundo orden. (Los disefios
factoriales completos a dos niveles s6lo permitian la estimacion de los parametros de

segundo orden).

Los disefios centrales composicionales son relativamente eficientes cuando el nimero
de factores es pequefio, entendiendo por eficiencia la obtencion de los parametros del
modelo con el menor nimero de experimentos posible. De todas formas, es conveniente
realizar algun experimento adicional a los estrictamente necesarios para establecer los
parametros del modelo. De esta forma, contariamos con algun grado de libertad para

estimar la falta de ajuste del modelo propuesto.
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En este tipo de modelos se incluyen, a menudo, replicados de alguno de los puntos. Si
se piensa que la superficie de respuesta es razonablemente homoscedastica, solo una de
las combinaciones de factores (generalmente el punto central) necesita ser replicado,
normalmente tres o cuatro veces, para proveer de suficientes grados de libertad como

para estimar el error experimental.

Los disefios factoriales fraccionales ofrecen una vision general aproximada y son
adecuados para construir modelos generales cualitativos sobre la influencia de las
distintas variables en el sistema, mientras que los disefios de superficie de respuesta son
adecuados cuando se quieren obtener datos cuantitativos de la forma de actuar de las

distintas variables que afectan al sistema.

I11.- Determinacion de pesticidas
I11.1.- Métodos cromatogréaficos

Las técnicas cromatograficas de gases y liquidos acopladas a distintos detectores han
sido la méas ampliamente utilizadas para la determinacion de los pesticidas. A

continuacion se resume el desarrollo de dichas técnicas en el tema que nos ocupa.
[11.1.1- Cromatografia de Gases

Desde que en 1951 la revista Journal of biochemistry publicara el primer trabajo sobre
cromatografia de reparto gas-liquido, las mejoras en el disefio de las columnas
cromatograficas y los avances en el desarrollo instrumental han convertido a la
cromatografia de gases en la técnica mas utilizada para el andlisis cualitativo y

cuantitativo de mezclas de compuestos organicos de volatilidad media y alta.

La cromatografia de gases con sus detectores selectivos nitrogeno-fésforo (NPD),
captura electronica (ECD) y fotométrico de llama (FPD) o el simple acoplamiento con
la espectrometria de masas (MS) ha sido y sigue siendo la técnica mas empleada en el
analisis de pesticidas debido a su alta eficacia de separacion y la velocidad de
analisis[167].
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La cromatografia de gases con detector de captura de electrones (GC-ECD) es la técnica
mas utilizada y sensible en la determinacidn de pesticidas organoclorados tales como
DDT, dieldrin y endrin.

Uno de los inconvenientes del detector de captura de electrones es su baja selectividad
debido a que existen numerosos compuestos de caracter electrofilico que pueden estar
presentes en la matriz y proporcionar sefiales no especificas, siendo a veces dificil la
identificacion del compuesto quimico que ha producido dicha sefial. El detector de
captura electronica solamente ha resuelto una parte del problema permitiendo la
deteccion selectiva y sensible de pesticidas halogenados (DDT, hexaclorociclohexano),
pero los pesticidas sin halégenos tales como los organofosforados carecian de detectores

sensibles en GC.

La deteccion por ionizacion de llama (FID), y la deteccion nitrégeno-fésforo (NPD)
fueron descubiertos al observar que la presencia de sales alcalinas en la llama de un
sistema FID aumenta la ionizacion de compuestos con N y P, lo que originé su uso

como detector para estos compuestos [168].

El andlisis con GC-NPD puede llevarse a cabo con el modo fosforo y nitrégeno. El
modo fdsforo permite la determinacion de pesticidas organofosforados a
concentraciones en el intervalo de pocos ng g™ en diferentes matrices[169] mientras el
modo nitrégeno permite la determinacion de triacinas a nivel de ng g™ [170].

La espectrometria de masas cumple satisfactoriamente la mayor parte de los requisitos
necesarios para poderse acoplar como detector a la cromatografia de gases, al ser una
técnica de elevada sensibilidad, capaz de hacer barridos rapidos y de registrar los
espectros de los compuestos en fase gaseosa. Sin embargo, presenta el problema de
operar a alto vacio, lo que parece, en principio, incompatible con la elucion de la

muestra por el gas portador.

Su uso permite la obtencion de los espectros de masas caracteristicos de cada uno de los
analitos, es ampliamente usada en laboratorios medioambientales para el anélisis de un

amplio espectro de pesticidas en extractos complejos.

GC-MS con el modo impacto electronico (EI) es de uso corriente para la identificacion

de pesticidas organofosforados y triacinas [171]. El uso de GC-MS con ionizacién
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quimica negativa (NCI) resulta ser altamente selectivo, en particular para pesticidas con
grupos nitro y cloro [172], por poder estabilizar la carga negativa. Este acoplamiento
resulta ser altamente selectivo y sensible para la determinacion de pesticidas
organofosforados y clorados en muestras medioambientales. ElI uso de GC-MS con el
modo de ionizacién quimica positiva (PCI) ha sido también empleado para los

pesticidas organofosforados [172] y triacinas [173].

El uso de la técnica de GC-MS para el analisis de pesticidas con fines de confirmacion
en muestras medioambientales, esta incrementando enormemente debido a la gran
variedad de pesticidas usados en la actualidad. La selectividad y la sensibilidad pueden

ser también mejoradas usando distintos modos o sistemas de ionizacién.

El uso de detectores selectivos en cromatografia de gases reduce en gran medida la
necesidad de utilizar métodos de limpieza (clean-up) ya que el nimero de interferentes

disminuye drasticamente.

Tradicionalmente, las técnicas de inyeccién usan tubos calientes como camara de
evaporacion o inyeccion on-column. Por lo general se emplea de 1 a 5ul de extracto de

muestra como volumen de inyeccion.

La posibilidad de inyectar grandes volumenes de muestra mediante la utilizacion de una
columna de silica fundida sin relleno (“"retention gap") acoplada entre el inyector
(inyeccién on-colomn) y la columna cromatografica merece una mencion especial, ya
qgue ha permitido la determinacién de varios pesticidas en aguas de superficie en
concentraciones de ng.I"* mediante la inyeccién de 200 pl del extracto obtenido en la
preconcentracion previa de la muestra mediante SPE [174]. Ademas, utilizando esta

modalidad de inyeccion ha sido posible el acoplamiento de la SPE a la GC.

El desarrollo de interfases adecuadas para el acoplamiento LC-GC se orientd
inicialmente al empleo de véalvulas especiales o a la modificacion de los sistemas
clasicos de inyeccion en cromatografia de gases, de modo que permiten la introduccién
de volumenes elevados de muestra. Las interfases mas utilizadas se basan en el uso de

un inyector automatico.

La principal ventaja del acoplamiento entre la cromatografia de liquidos de alta eficacia

y la cromatografia de gases (LC-GC) es la posibilidad de reemplazar la etapa de
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preparacion de la muestra, necesaria en numerosos métodos, por una pre-separacion en
diferentes fracciones o el aislamiento de componentes minoritarios presentes en mezclas
complejas. Esta técnica representa, por tanto, una opcion de gran utilidad para el
desarrollo de nuevos métodos rapidos a la vez que ofrecen una alternativa eficaz a los

procedimientos convencionales.

El acoplamiento LC-GC-ECD ha sido utilizado en el andlisis de pesticidas
organoclorados en muestras de suelo, la determinacion fue llevada a cabo sin la
necesidad de la etapa de limpieza de la muestra (clean-up). Las propiedades de
pesticidas “modernos” usados en pequefias cantidades como imidazolinones vy
sulfunilureas, polares, de baja volatilidad y/o termoléabiles no son adecuados para su
determinacién por CG. Sin embargo, se pueden separar eficazmente por cromatografia
liquida en fase reversa (RPLC) sin derivatizacion previa. Asi, desde la introduccion de
RPLC con sus detectores UV o fluorescente (en los afios 80), la técnica HPLC se ha
convertido y adaptado rapidamente como una técnica viable complementaria a la GC
para la determinacion de varias clases de pesticidas polares.

I11.1.2.- Cromatografia liquida

La cromatografia de liquidos abarca todas las técnicas cromatogréaficas en las que la fase

movil es un liquido.

El detector UV es el més utilizado para la determinacién de pesticidas debido a
su versatilidad, gran estabilidad, facil uso y bajo coste. Sin embargo, la
confirmacidén de pesticidas del mismo grupo es dificil dado a la gran similitud
de los espectros UV. En los ultimos afios el detector de fotodiodos integrados
(diodo-array) lo ha desplazado debido a que permite obtener el espectro UV-
VIS de cada compuesto y por tanto puede confirmar la presencia de un
determinado analito e incluso mejorar su sensibilidad por permitir utilizar la
longitud de onda Optima para cada uno de ellos. Este tipo de deteccion es
empleado en programas de monitorizacion (Rhine Basin Programme) y ha
permitido la determinacion e identificacion de varios pesticidas en aguas de

diferentes rios de Europa[175].

El detector de fluoresencia (FLD) es mas selectivo y sensible para los analitos que

exhiben fluorescencia, y se ha utilizado para la determinacion de pesticidas N-
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carbamatos en alimentos [167]. Presentan la desventaja de una menor versatilidad que

los detectores UV.

La introduccién en el mercado de LC-MS abre un nuevo camino para el anélisis de
pesticidas polares. En la actualidad existen numerosas interfases siendo las mas
conocidas la interfases thermospray (TSP), haz de particulas (PB) e ionizacion a presién
atmosférica (API) [176] la cual engloba un grupo de interfases denominadas aerosol
eléctrico (ESP), aerosol ionico (ISP) e ionizacion quimica a presion atmosférica (APCI).

En los ultimos dos afos las aplicaciones mas frecuentes de LC-MS constituyen el
analisis de pesticidas en muestras medioambientales. LC-MS permite la determinacién
selectiva y eficaz de los pesticidas llamados “dificiles” tal como diquat y paraquat
[177].

111.2.-Otros métodos
I11.2.1.-Electroforesis Capilar

La determinacion de pesticidas en matrices medioambientales complejas (aguas, suelos,
sedimentos, etc.) requieren siempre un método de separacion de alta eficacia,
selectividad y alta sensibilidad. La electroforesis Capilar reune estos requisitos y ha
demostrado ser una buena técnica de microseparacion de una gran variedad de
pesticidas quirales y aquirales. El éxito de esta técnica reside, ademas de su capacidad
de separacion, en el corto tiempo de andlisis y el pequefio volumen de muestra que se

requiere.

El problema mas importante radica en que (con la excepcién de la deteccion
CE-fluoresencia inducida por laser) el limite de deteccién de la electroforesis
capilar (EC) es relativamente alto. La combinacién de procedimientos de
concentracion en continuo y discontinuo con precolumnas selectivas de
derivatizacion ha resuelto el problema de la deteccion y ha permitido a la
técnica convertirse en una de las alternativas mas adecuadas para la separacion
y determinacién de pesticidas en muestras de agua y suelo. Entre las

aplicaciones mas importantes destacan la separacion de triacinas [178] y
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clorofenoxiacidos [179] en funcidn del pH y de la naturaleza de la disolucién
reguladora, y de la presencia de tensioactivos empleando la cromatografia

electrocinetica micelar.
I11.2.2.-Cromatografia de fluidos supercriticos (SFC)

La cromatografia de fluidos supercriticos se puede definir como una técnica
cromatogréafica en la que la temperatura y presion de la fase mévil se mantienen por

encima de los valores que definen su punto critico.

El hecho evidente de que practicamente en cualquier campo de aplicacion pueda ser
necesario realizar el andlisis de compuestos poco volatiles y termolabiles sugiere
inmediatamente la utilidad préctica de la SFC. Ademaés, conviene recordar otros
aspectos igualmente importantes que se refieren a la posicién de privilegio que ocupa la
técnica en aquellas aplicaciones en las que sea conveniente eliminar facilmente la fase
movil, como puede ser el acoplamiento directo de una técnica cromatografica con una
espectroscopica, o posibilidad de emplear un mismo medio como agente extractivo y
fase mdvil mediante el acoplamiento directo de una técnica de preparacion de muestra y
de separacion (SFE-SFC).

La cromatografia de fluidos supercriticos (SFC) ha sido utilizada para el analisis de
varios pesticidas. Las ventajas de esta técnica son el corto tiempo de retencion de
pesticidas moderamente polares y termolabiles, y la compatibilidad con la mayoria de
los detectores de GC y LC (FID, NPD, UV; MS). En la actualidad se han propuesto
muchas aplicaciones de SFC que incluyen el anélisis de pesticidas carbamatos [180]
organofosforados [181]y fenilureas [180] usando, el didxido de carbono como fase
movil y propanol-2- como modificador de polaridad. El acoplamiento de SFC-MS con
detectores de ionizacion (EI) o quimica [180] permite la caracterizacion de diferentes
pesticidas, 1o que le convierte en una técnica potencialmente atil para el analisis

medioambiental.
111.2.3.-Técnicas inmunoanaliticas

La aplicacion de las técnicas inmunoanaliticas (IT) (inmunoensayos e
inmunosensores) para el analisis de pesticidas en alimentos y muestras

medioambientales ha aumentado significadamente en los ultimos afios [182,
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183]. Las teécnicas inmunoanaliticas se caracterizan por un alto grado de
especificacion de la interaccién anticuerpo-antigeno y ofrecen la ventaja de
requerir una menor manipulacion de la muestra, y de proporcionar limites de
deteccion y cuantificacion desde las pocas ppb hasta partes por trillon (ppt) en
el analisis de muestras de agua, y desde las ppm hasta las ppb en otros tipos de

muestras.

Los inmunoensayos estan basados en la interaccion especifica que se produce entre un
anticuerpo y su antigeno (analito). En un tipico inmunoensayo competitivo, un antigeno
marcado es incubado junto con los anticuerpos del analito de interés inmovilizados en
un soporte adecuado. EI marcador puede ser un is6topo radioactivo
(radioinmunoensayo), una enzima (enzimoinmunoensayo), un  fluordforo
(fluoroinmunoensayo) o cualquier marcador medible por tecnicas analiticas.
Posteriormente, la muestra se afiade y los antigenos (analitos) compiten con los
antigenos marcados por los anticuerpos. Después de un adecuado periodo de incubacién
y de una etapa de lavado se determina la cantidad de antigeno marcado que ha quedado
unida a los anticuerpos la cual sera inversamente proporcional a la cantidad de analito

presente en la muestra.

Los enzimoinmunoensayos de tipo ELISA se utilizan, por la sensibilidad que
proporcionen para la determinacion de muchos pesticidas [184].

Los inmunosensores han sido utilizados en la monitorizacion del medioambiente hasta
los afios 80s. En la actualidad se han desarrollado diferentes biosensores para la
determinacidn de pesticidas (triacinas, organofosforados, carbamatos) capaces de inhibir
la actividad de enzimas colinesterasas sobre diferentes sustratos [185]. Aunque en todos
los casos estos sensores permiten alcanzar limites de deteccion adecuados, el mayor
inconveniente radica en el largo periodo de incubacion necesario asi como en la

disminucion de la sensibilidad con el repetido uso de los mismos.
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DEGRADACION DE ATRACINA Y OTROS PESTICIDAS
ORGANOFOSFORADOS EN NARANJAS

El contenido de este Capitulo ha sido publicado en la revista Annli di Chimica, 91,
2001.
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Las naranjas constituyen una fruta de amplio consumo en nuestro pais. Su consumo no
solo se limita a la fruta si no también a su cascara ya que ésta se utiliza en la fabricacién

de mermeladas, zumos, postres etc.

Este hecho nos ha conducido a realizar un estudio sobre el poder de penetracion de los
pesticidas al fruto a través de la cascara y a evaluar la posible degradacion natural de
atracina y de cuatro pesticidas organofosforados en naranjas con objeto de comprobar la
permanencia o no de dichos pesticidas en la fruta, ya puede constituir un riesgo para la
salud humana. Los pesticidas seleccionados fueron: Atracina, Metil-Paration,
Cloropirifos, Fenamifos y Metidation.

Para llevar a cabo el presente estudio se sumergieron varias naranjas en disolucion
acuosa de 10mgL™ de cada uno de los pesticida ensayados durante un dia, para permitir
su adsorcion y/o absorcién en las naranjas. Pasado este tiempo se lavan las naranjas con
agua Milli-Q y se mantienen expuestas a las condiciones atmosféricas normales durante
un periodo de dos semanas, y con el fin de evaluar la posible degradacion de los
pesticidas en disolucion se prepar6 un blanco, el cual consistié en una disolucion acuosa
conteniendo todos los pesticidas a una concentracion de 1mgL™ y se mantuvo en
recipiente cerrado herméticamente bajo las mismas condiciones atmosféricas (luz y
temperatura) en las que se encontraron las muestras durante el tiempo que durd el

experimento.

Se llevd a cabo un andlisis periodico de los pesticidas y sus productos de degradacion en
ambas muestras (cascara de naranja y disolucion acuosa) por cromatografia de gases
con detector NPD y por espectroscopia de masas durante todo el tiempo objeto de
estudio (0-2 semanas). La degradacidn de pesticidas en las muestras se describe a través
de las curvas de degradaciéon de primer orden, los tiempos de vida medios para los
pesticidas organofosforados en disolucion acuosa varian de 14.5 a 30 dias y en naranjas
de 2.3 a 14.2 dias, mientras que los de atracina fueron de 2.3 y 14.2 dias en disolucion y

en las muestras respectivamente.

Se confirmd por GC-MS la presencia de algunos productos de degradacién de los
pesticidas organofosforados en muestras de agua después de almacenamiento bajo las

condiciones mencionadas.
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Paralelamente, se evaluo la posibilidad de migracion de estos pesticidas desde la cascara
a la pulpa. Los resultados obtenidos pusieron de manifiesto que la cantidad de pesticidas
encontrada en la cascara oscila del 10% al 40% (en funcién del tipo de pesticida) de la
cantidad afiadida inicialmente.

El hecho de que una fraccidon importante de los pesticidas afiadidos permanezcan en el
conjunto de la cascara de la naranja pone de manifiesto la necesidad de su control antes

de su consumo.
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DEGRADATION OF ATRAZINE AND SEVERAL ORGANOPHOSPHORUS
PESTICIDES IN ORANGES!

Abderrahim BOUAID, Antonio MARTI’N-ESTEBANT, Pilar FERNANDEZ and
Carmen CAMARA(°)

Departamento de Quimica Analitica. Facultad de Ciencias Quimicas. Universidad
Complutense de Madrid. 28040 Madrid (Spain).

" Present adress: Departamento de Quimica. Facultad de Ciencias. Universidad Europea
de Madrid. Villaviciosa de Odon. E-28670 Madrid (Spain).

Summary - The degradation of atrazine and four organophosphorus pesticides (chlorpyriphos,
fenamiphos, methidathion and methyl-parathion) in oranges was studied. Oranges were
immersed in a Milli-Q water solution spiked with 10 mg litre™ of each pesticide for one day,
allowing their adsorption on the orange peel. Then, the oranges were rinsed with Milli-Q water
and left outdoors to expose them to natural ambient conditions for two weeks. In parallel, an
aqueous solution containing 1 mg litre of each pesticide was placed in a Pyrex flask, which was
tightly closed, and exposed to the same ambient conditions. Both samples (orange peel and
Milli-Q water) were analyzed periodically by gas chromatography coupled to a nitrogen-
phosphorus detector. The pesticide degradation in both samples could be described using a first-
order degradation curve. Half-lives varied from 14.5 to more than 30 days in aqueous solution
and from 2.3 to 4.1 days in oranges for organophosphorus pesticides, while those for atrazine
were 3.1 days and 14.2 days, respectively. The presence of some organophosphorus
degradation products in water samples after storage under the above conditions was
confirmed by gas chromatography-mass spectrometry.

Riassunto — E" stata studiata la degradazione dellatrazina e quattro pesticidi
organofosforati (chlorpyriphos, fenamiphos, methidathion and methyl-parathion) nelle
arance. Le arance sono state immerse, per un giorno, in una soluzione acquosa (Milli-Q)
addizionata di 10 mg L di ciascun pesticida al fine di ottenerne I"assorbimento sulla
biccia. Le arance sono state successivamente lavate con acqua Milli-Q e collacate
all’esterno per esporle alle condizioni ambientali per due settimane. In parallelo si "e
collocata, una soluzione acquosa contenente 1 mg L, in un matraccio di pirex chiuso ed
esposto alle stesse condizioni ambientali. Entrambi i campioni (buccia darancia ed
acqua Milli-Q) sono stati analizzati periodicamente mediante gascromatografia

! Presented at the 2nd European Pesticide Residue Workshop, 24-27 May 1998, Almeria (Spain)
(®), corresponding author.. Tel: 34-91-3944318. Fax: 34-91-3944329. E-mail: ccamara@eucmax.sim.ucm.es
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accopiata ad un rivelatore azoto-fosforo. La degradazione dei pesticidi, in entrambi i
campioni, puo essere descritta da una curva di degradazione di primo ordine. 1l tempo di
dimezzamento dei pesticidi varia da 14.5 a piu di 30 giorni nella soluzione acquosa e da
2.3 a 4.1 giorni nelle arance.

Nei campioni acquosi, dopo conservazione nelle condizioni descritte, e stata confermata,
mediante gascromatografia-spettrometria di massa, la presenza di alcuni prodotti di
degradazione organofosforici.

INTRODUCTION

Nowadays, pesticides are widely used throughout the world to protect crops against pests and
increase yields. Citrus fruits, one of the most important crops in the Mediterranean region, are treated
with high amounts of different pesticides, such as atrazine and organophosphorus insecticides. After
application, the pesticides presumably remain in the fruit and may constitute a risk for human health,
which makes it advisable to monitor pesticide residues before consumption.*

However, under environmental conditions, pesticides may suffer degradation by hydrolysis,
photolysis and microbiological reactions, as well as losses by volatilization, falling to a concentration
below the Maximum Residue Levels (MRLs) permitted by current regulations which range, depending
on the pesticide, from 0.02 to 3.0 mg Kg™,? although the degradation products may be more toxic than
the parent compounds.

Accordingly, the aims of this work were to study the degradation kinetics of certain pesticides
in oranges, establish their degradation pathways and detect the presence of transformation products.

The pesticides selected were atrazine, chlorpyriphos, fenamiphos, methyl-parathion and
methidathion. The techniques employed to carry out this study were gas chromatography coupled to a
nitrogen-phosphorus detector (GC-NPD), which was used to monitor degradation kinetics, and GC
coupled to mass spectrometry (MS), used to confirm the presence of transformation products after
extraction of the pesticides from oranges and a clean-up step using silica gel adapted from that
described by Garcia-Repetto et al.®

EXPERIMENTAL

Reagents

Atrazine, chlorpyriphos, fenamiphos, methyl-parathion and methidathion were obtained from
Riedel-de Haen ( Germany). Stock standard solutions (1000 mg litre™) were prepared in acetonitrile
(Scharlau, Barcelona, Spain) and stored at -20 °C in the dark.

Ethyl acetate (Scharlau), n-hexane (Scharlau) and silica gel (Merck, Darmstadt, Germany) were
of analytical reagent grade. High purity water was obtained from a Milli-Q water system (Millipore,
Milford,MA)

Experimental setup

Four oranges were immersed in a Milli-Q water solution spiked with 10 mg litre™ of each
pesticide for one day, allowing their adsorption on the orange peel. Then, the oranges were rinsed with
Milli-Q water and left outdoors to expose them to natural ambient conditions for two weeks. In parallel,
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a Milli-Q water sample spiked at 1 mg litre™ of each pesticide was placed in a Pyrex flask which was
tightly closed and exposed to the same ambient conditions. Both samples (orange peel and Milli-Q
water) were analyzed periodically by gas chromatography coupled to a nitrogen-phophorus detector. At
the end of the experiment (after two weeks), the orange pulp was also analyzed to determine whether
the pesticides were able to cross the peel in this period. During the experiment, the weather was slightly
cloudy and the daily temperature ranged from 7 to 18 °C.

Sample preparation and clean-up
Orange samples (peel and pulp)

The orange peel or pulp sample (25 g), chopped into small pieces, was blended with acetonitrile
(25 ml) for 3 min. Then NaCl (5 g) was added to the mixture which was blended again with acetonitrile
(3 x 25 ml) for 3 min each time. The acetonitrile extract was concentrated ten-fold on a rotary
evaporator and 200 ul were taken for further clean-up on a manually packed silica gel (0.5 g) glass-
column (J.T. Baker, Deventer, Holland) previously conditioned with n-hexane (2.5 ml) and ethyl
acetate (2.5 ml). The pesticides were eluted from the column with 15 ml of n-hexane + ethyl acetate
(1+1 by volume). The eluate was evaporated to 1 ml on a rotary evaporator and 0.5 ul were analyzed
by GC.

To determine extraction efficiency, orange peel samples (1 g) were fortified with 1 ml of
pesticide standard solution in ethyl acetate to obtain a final concentration of 1 pug g™. Fortified samples
were allowed to stand at room temperature for 12 h after pesticide addition.

Milli-Q water samples

Milli-Q water samples (100 ml), spiked with pesticides, were loaded on a Bond Elut Cyg (200
mg) solid-phase extraction cartridge (Varian, Harbor City, CA) previously conditioned with methanol
(2 x 5 ml) and water (2 x 5 ml). The retained analytes were eluted with ethyl acetate (5ml) and an
aliquot (0.5 ul) was analyzed by GC.

Chromatographic analysis
GC-NPD

The pesticides were analyzed by GC-NPD (HP-5890-11, Hewlett Packard, Palo Alto, CA) using
a 30 m x 0.32 mm i.d. fused silica capillary column SPB-50 (Supelco, Bellefonte, PA) with helium as
carrier gas (1.8 ml min™) and nitrogen as make-up gas (30.7 ml min™).

A 0.5 pl aliquot of extract was injected on-column with a 3 °C oven track. The detector
temperature was 280 °C. The temperature program was as follows: the initial oven temperature of 60 °C
was increased at 50 °C min™ to 180 °C for 1 min, and then at 15 °C min™ to 225 °C for 3 min followed
by a ramp of 2 °C min™ to 257 °C and held for 1.6 min to complete the program.

Quantification was performed by linear calibration with external standards using peak area
measurements.

GC-MS

A Hewlett Packard Model HP-5890-11 gas chromatograph coupled to a mass spectrometer with
quadrupole filter HP-5989A was used for GC-MS analysis in the electron impact (EI) mode using a 25
m x 0.25 mm i.d. fused silica capillary column with a 5% phenyl-methyl silicon stationary phase
(MFE-73, Anadlisis vinicos, Ciudad Real, Spain) introduced directly into the ion source of the mass
spectrometer. Helium was used as carrier gas at 1 ml min™. The temperature program was 2 min at 60
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°C, increased by 10 °C min™ to 200 °C, after 4 min increased by 20 °C min™ to 300 °C and held for 30
min. Samples were injected in splitless mode with the valve closed for 30 s at 290 °C.

The ion source and the analyser were maintained at 200 and 130 °C, respectively. EI mass
spectra were obtained at 70 eV within the mass range 35-500 at 1.14 scans s™.

RESULTS AND DISCUSSION

Quantification

The method employed for the preparation of orange samples was adapted from the one
described previously.® Different solvents for the extraction of pesticides from samples and for clean-up
of the orange extracts were tested. Under the optimum conditions indicated in the Experimental
Methods section, quantitative recoveries were obtained for all tested pesticides, as shown in Table 1
together with the recoveries obtained in Milli-Q water.

In these conditions, linear calibration graphs were obtained for all analytes within the range 0.2-
10 pg g™ with regression coefficients better than 0.997. The detection limits were within the range
0.01-0.05 g g™, depending on the analyte, which was somewhat below the MRLs allowed.?

TABLE 1 .Mean recoveries (%) + standard deviation (n = 3) obtained for selected pesticides in
orange and Milli-Q water samples by the proposed method.

Orange® Milli-Q water
Atrazine 97+ 20 95+7
Methyl-parathion 82+18 72+8
Fenamiphos 79+8 82+10
Chlorpyriphos 97+6 101+ 8
Methidathion 99 +18 105+ 7

? Pesticide concentration level: 1 ug g™
® Pesticide concentration level: 1 mg litre™

Degradation kinetics

The use of GC-NPD enabled the calculation of the amount of pesticide remaining in both
samples after storage under environmental conditions. Figure 1 shows the GC-NPD chromatograms of
an orange peel extract obtained at the beginning of the experiment (t=0) (Figure 1A) and after 14 days
(Figure 1B), clearly demonstrating that losses of pesticides occur.
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FIGURE 1.- GC-NPD chromatograms of orange peel samples at t = 0 (A) and after storage for 14 days
(B) under environmental conditions. Peak numbers: (1) Atrazine; (2) Methyl-parathion; (3)
Chlorpyriphos; (4) Fenamiphos; (5) Methidathion. Chromatographic conditions: See Experimental
Methods section.
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Losses ranged from 49% for atrazine to 90% for fenamiphos in orange peel samples, and from 0% for
fenamiphos to 89% for atrazine in Milli-Q water samples (after 10 days). Figure 2 shows the time
variation of the levels of pesticide in orange peel (Figure 2A) and in Milli-Q water (Figure 2B).

B
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FIGURE 2. Remaining amount (%) of pesticide in oranges (A) and Milli-Q water (B) samples exposed
to environmental conditions.

The degradation process can be described by a first-order degradation curve according to the equation

Ci=C,-e™

as previously reported by several authors in different kinds of samples, “® where C; represents the
concentration at time t, C, represents the initial concentration, and k is the rate constant. As the
concentration fell to 50% of its initial value, half-life (t;,) could be determined from the above
equation. Table 2 shows that the half-lives obtained for the pesticides tested in orange peel and Milli-Q
water samples differ considerably. These dissimilar results indicate that the degradation of pesticides
follows a different pathway depending on the sample, as discussed below.
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TABLE 2  Half-lives (ti5,) in days and initial concentration (C,) in pg g™* of selected pesticides in
orange and Milli-Q water exposed to environmental conditions.

Orange Milli-Q water
C, tuo Co 577
Atrazine 13 14.2 1 3.1
Methyl-parathion 5.9 3.5 1 145
Fenamiphos 2.3 2.3 1 -8
Chlorpyriphos 1.9 4.1 1 30.5
Methidathion 3.5 2.7 1 14.7

2 No losses observed

In order to evaluate the need to monitor pesticide residues in this kind of sample, the amount of
pesticides remaining in orange peel and pulp after 14 days was determined. Table 3 shows the results
obtained, which demonstrate that the selected pesticides are not able to cross the orange peel and reach
the pulp to a great extent. However, the fact that the remaining residue levels in orange peel does not
go to zero but levels off at a percentage between 10 and 40 % of the applied amount, depending on the
pesticide, is of public concern making the systematic monitorization of these analytes in orange
samples. Necessary

TABLE 3. Concentration (ug g™*) of pesticide residues in orange peel and pulp samples after storage
under environmental conditions for 14 days.

Peel Pulp
Atrazine 1.02 0.04
Methyl-parathion 2.52 0.15
Fenamiphos 0.28 n.d.
Chlorpyriphos 1.02 0.07
Methidathion 0.83 n.d.

n.d.: Not detected.
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Degradation pathways

Pesticides in the environment can be degraded by hydrolysis, photolysis, microbial degradation
and volatilization. Table 2 shows the different t;, for several pesticides in water and in orange exposed
to environmental conditions. For all pesticides tested, except atrazine, ty; in water is much higher than
in orange. As the chance of pesticide hydrolisis in water is expected to be higher than in orange and
taking into account that the aqueous pesticides were kept in a tightly closed flask the main loss pathway
in orange could be attributed to a volatilization process. The particular behavior of atrazine in water can
be justified by hydrolisis degradation. An interlaboratory exercise for polar pesticides determination in
freeze-dried water demostrated that some pesticides are not stable in a water solution at +20 °C after
one month.’

A parameter to be taken into consideration in experiments involving air-solid interfaces is
Henry's Law constant (HLC), which is used to determine the evaporation rates of chemicals from water
and solids.? The vapor pressure/water solubility ratio gives an excellent estimate of HLC and it can be
used to evaluate the evaporation rate more accurately than with vapor pressure alone. Table 4 shows
the vapor pressure, water solubility and calculated HLC of the pesticides studied and it can be seen
that, consistently, atrazine, the pesticide with the lowest HLC value, also experienced the lowest losses
in oranges. However, the organophosphorus pesticide losses in oranges cannot be explained by
volatilization alone but must also be caused by photolysis and/or microbiological degradation and
further research should be done.

TABLE 4. Characteristics of the pesticides studied.

Vapor pressure Water solubility | Henry's Law constant
(mmHg)® (mg litre™)? calculated
Atrazine 3.0.10? 30 0.00029
Methyl-parathion 0.92.10° 50 68.4
Fenamiphos 10° 700 0.06
Chlorpyriphos 1.82.10° 1 827.6
Methidathion 1.10° 240 0.16

2 Data obtained from Ref. 8

Transformation products

It is clear that, although pesticide degradation is rapid, the resulting transformation products
may be more toxic than the parent compounds. For example, it has been shown that the transformation
of organophosphorus pesticides in the environment takes place by conversion of the phosphorothioate
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(P=S) group to their oxon (P=0) analogues, which are a stronger inhibitor of acetylcholinesterase
enzyme, or the formation of different phenolic compounds which are toxic and persistent.”

GC-MS analysis of sample extracts was carried out to detect the presence of transformation
products. Only in Milli-Q water samples was it possible to detect typical organophosphorus pesticide
degradation products, such as phosphonic acid dimethylester, phosphorothioic acid trimethyl ester and
some phenols. Figure 3 shows the total ion current chromatogram obtained by GC-MS of a Milli-Q
water sample under natural environmental conditions for 10 days, which enabled us to confirm the
presence of 3-methyl-4-(methylthio)-phenol, one of the transformation products of fenamiphos, by
comparing its mass spectrum (see Figure) with the one obtained from the computer library.
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FIGURE 3. GC-MS chromatogram extract of a Milli-Q water sample exposed to environmental
conditions for 10 days and mass spectrum of 3-methyl-4-(methylthio)-phenol. Chromatographic and
mass spectrum analysis: See Experimental Methods section.



BOUAID and coworkers

However, in orange samples, it was not possible to detect any degradation products, maybe
because volatilization was the main loss pathway of the pesticides studied although as stated previously
other degradation mechanisms may be also involved

CONCLUSIONS

The losses of the pesticides studied in orange samples under environmental conditions may be
attributed to volatilization although other pathways such as hydrolysis and photolysis may be also
involved. Although this result is not fully extrapolable, it gives an approximation of what takes place in
the field. Moreover, the rapid degradation in a short time period (14 days) leaves a residue content
close to the MRLs, which is a matter for consumer concern.

The fact that the residue of pesticide in peel oranges remain (depending of the pesticide)
between 10-40 % of the original amount added, gives a clear evidence the need to control these
pesticides when the whole orange is used for human consumption.
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Capitulo 11

OPTIMIZACION DE LA EXTRACCION DE ATRACINA Y
OTROS PESTICIDAS ORGANOFOSFORADOS USANDO

UN HORNO DE MICROONDAS

El contenido de este Capitulo ha sido publicado en la revista Fresenius J Anal Chem.
(2000) 367: 291-294, y presentado como cartel en la XI REUNION CIENTIFICA DE
LA SOCIEDAD ESPANOLA DE QUIMICA ANALITICA, Valencia, 1999.
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Por lo general los métodos convencionales de extraccion de pesticidas de muestras
complejas, requieren para obtener una buena eficiencia del proceso un tiempo largo y el

volumen de disolventes organicos es por lo general bastante elevado.

El uso de hornos de microondas para la extraccion de pesticidas o contaminantes
organicos en general de matrices medioambientales y de alimentos reduce el tiempo, el

volumen del disolvente de extraccion, y la contaminacion de las muestras

En el presente estudio se ha desarrollado un método analitico simple y rapido para la
extraccién y andlisis de cinco pesticidas (atracina, metil-paration, cloropirifos,
fenamifos y metidation ) en naranjas usando un horno de microondas. El analisis se
llevd a cabo mediante cromatografia de gases con detector selectivo nitrogeno-fosforo
(NPD).

Se han optimizado los diferentes parametros que afectan a la eficiencia del proceso de
extraccion de estos pesticidas: tiempo de extraccion (8-14 min), temperatura de
extraccion (80-100°C), volumen (5-30ml) y naturaleza (de distinta polaridad) de los de
disolventes extractantes y la cantidad de la muestra (1-3g). La optimizacion de estos
parametros se ha llevado a cabo mediante la utilizacion de programas de disefios

experimentales.

Los resultados obtenidos nos han permitido desarrollar un método de tratamiento de
muestra de naranja que requiere s6lo unos minutos de extraccion proporcionando

recuperaciones entre 93 y 101 % para todos los pesticidas ensayados.

La técnica de MAE mostré ser muy adecuada para la extraccién de pesticidas en
muestras complejas como las naranjas y ofrece la ventaja de minimizar el tiempo
requerido (9 minutos) y de disolvente (10 ml de acetona-hexano(1:1)) durante el

proceso de extraccion respecto a los métodos convencionales.

La aplicacién de disefios experimentales estadisticos y, concretamente, de disefios
factoriales, constituye una herramienta de trabajo valiosisima a la hora de conseguir una

optimizacion adecuada del proceso con un consumo de tiempo minimo.

128



Capitulo 111



Capitulo 111

Capitulo 111

DETERMINACION DE ATRACINA Y PESTICIDAS
ORGANOFOSFORADOS EN SUELOS MEDIANTE
MICROEXTRACCION EN FASE SOLIDA

El contenido de este Capitulo estd en fase de revision para su publicacion en la revista

Journal of Chromatography A.

133



Capitulo 111

En este trabajo se ha desarrollado un procedimiento de microextraccion en fase sélida
(SPME) para la determinacion de atracina y cuatro pesticidas organofosforados en
muestras de suelo por cromatografia de gases. Para ello, se han optimizado las variables
gue mas significativamente afectan al proceso: tiempo de extraccion, concentraciéon de
NaCl, temperatura y tiempo de desorcion. Esta optimizacion se ha llevado a cabo
utilizando una disolucion de los pesticidas objeto de estudio a una concentracion de 3

ngml™ en agua Milli-Q.

Las muestras de agua asi enriquecidas se homogeneizaron por agitacion magnética
durante 15 min antes de cualquier tratamiento. La optimizacion de los pardmetros fue

llevada a cabo usando un disefio factorial.

Se ha puesto a punto un procedimiento de extraccion, que consiste en la inmersion
directa de la fibra (polidimetilsiloxano 100 um) previamente condicionada. La
extraccién se llevo a cabo agitando (con la ayuda de un agitador magnético) 3 ml de
muestra (en presencia de un 10% de NaCl) contenida en un vial &mbar de 4ml, durante
30 min y a temperatura ambiente. La fibra se coloco en el centro del vial de manera que
la muestra fluyera perpendicularmente al eje de la fibra, la desorcion de los pesticidas se
llevd a cabo a 260°C durante 5min en un inyector splitless, y la determinacion final se

llevd a cabo mediante CG-ECD.

Una vez optimizados todos aquellos parametros que afectan a la eficiencia del proceso,
las recuperaciones obtenidas en agua enriquecida a un nivel de 0.1ng/ml oscilaron desde
un 54% hasta 100% (excepto para el metil-paration que fue del 22%) con una

desviacion estandar superior al 6%.

El procedimiento desarrollado para la determinacion de pesticidas en muestras de suelo
es simple (la SPME se hace directamente en el extracto obtenido por ultrasonidos sin
previa limpieza). Las recuperaciones obtenidas de los pesticidas estudiados fueron del

72-92%, excepto para atracina, y las RSD fueron inferiores de 14%.

Los resultados obtenidos considerados satisfactorios para este tipo de andlisis, nos
muestran que la técnica de SPME constituye un proceso simple, rapido y adecuado para
la extraccion de los diferentes tipos de pesticidas ensayados en muestras de agua y

suelo.
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Abstract

A simple and rapid solid phase microextraction (SPME) based method is presented for
the simultaneous determination of two different types of pesticides, triazines (i.e.
atrazine) and organophosphorus (i.e. parathion-methyl, chlorpyriphos, methidathion and
carbophenothion), in soil. After optimisation of the different experimental variables
affecting the SPME of the target compounds from aqueous solutions by using an
experimental design, a consensus strategy was adopted which allowed the use of the
SPME method developed for the simultaneous screening of all the analytes selected.
The complete analytical procedure finally proposed consisted on a 15 min ultrasonic
extraction of the target compounds from a 0.5 g soil sample with 5 ml of methanol and
the dilution of this extract to up 10% methanol followed by the addition of NaCl to a
final concentration of 10% (w/v). The analytes in this aqueous extract were
preconcentrated for 30 min in the SPME fiber and subsequently desorbed by heating of
the fiber at 260°C for 5 min in the gas chromatograph injection port. Final determination

was carried out with an electron-capture detector. The recoveries of the pesticides



studied in soils ranged from 72% to 92%, except for atrazine, and the RSDs were below
14%. The feasibility of the procedure finally proposed for the screening of the

endogenous pesticides irrespective of the properties of the soil selected has been shown.

Keywords: SPME; atrazine; organophosphorus pesticides; soil analysis

1. Introduction

Pesticides are widely used in agriculture for controlling weeds, insects, and fungi, but
once these xenobiotic substances have accomplished their intended effects, their
residues are left in the ecosystem where they accumulated particularly in the soil, from
where they can be leached to the superficial and subterranean waters [1].

Current methods for pesticides analysis in solid samples involve typically solid-liquid
extraction [2,3], solid-phase extraction of the aqueous or organic extracts [2] or
sophisticated techniques such a supercritical fluid extraction (SFE) [4]. In general, the
two former methods require a long extraction time and frequently involve large volume
of toxic solvents while SFE methods are rather matrix dependent and involve an
expensive instrumentation. Besides, an extensive clean-up of the extracts is usually
mandatory before final determination of the target compounds by chromatographic
methods. On the other hand, the social concern about the levels of these pollutants in
the environmental and the reduction of the maximum residue levels allowed in current
legislations have made increase the number of samples to be analysed and require the
detection of contaminants at lower levels than those attained by the methodologies
available nowadays. Thereby, nowadays much effort has been directed toward reducing
laboratory-generated waste and time for sample preparation and to improve the limits of

detection of the analytical procedures. According to these requirements solid-phase



microextraction (SPME) has been regarded as a valuable (solvent-free) alternative
analytical technique which overcomes most of the shortcomings of the conventional
methods while maintaining their advantages [5].

Due to its characteristics, the SPME technique was initially used for the determination
of volatile compounds [6,7] and for preconcentration of a variety of organic compounds
from aqueous samples, including pollutants of great concern such polycyclic aromatic
hydrocarbons [8], organophosphorus pesticides [9,10], triazines [3] or organochlorine
compounds [11]. However, it was only recently that the feasibility of SPME of
pollutants from soil samples started to be investigated. In general, most of these studies
evaluated the possibility of SPME of a particular family of pollutants from a specific
soil sample. Thereby, screening methods based on SPME that allow the simultaneous
determination of pesticides covering a wide range of physico-chemical characteristics
irrespective of the soil properties are still scarce in the literature.

Previous studies have shown the direct dipping of the fiber in an aqueous suspension of
soil [12] and, especially, in a diluted organic extract previously obtained by a
conventional solid-liquid extraction method [3] as the best strategies for SPME of
pesticides from soils. Surfactant mediated SPME is a novel approach which attempts to
overcome the usually reported lack of sensitivity of the quoted above extraction
procedures while preventing the use of an organic extraction solvent. In spite of the
promising results reported when this method was applied for the analysis of pesticides
in fruit slurries [13], to our knowledge, its feasibility for soil analysis has not been
tested yet.

The objective of this work was to develop an SPME-based procedure for fast
simultaneous screening of a variety of pesticides (i.e. atrazine and four

organophosphorus pesticides) in soil samples. A factorial experimental design was used



for the optimisation of the different experimental variables affecting the SPME step as
this approach provides a maximum of information with a low number of experiments
and allows to study the (possible) cross effect among the parameters investigated. The
optimised method was applied to the determination of the pesticides levels in soils with

different physico-chemical characteristics.

2. Materials and methods

2.1. Chemicals

Atrazine, methyl parathion, chlorpyriphos, fenamiphos and methidathion were obtained
from Riedel-de-Haen (Hannover, Germany). Standard stock solutions (1000 mg/l) were
prepared in acetonitrile (Scharlau, Barcelona, Spain) and stored at -20 °C in the dark.
Working standard solutions were prepared daily. Dodecylsulphate sodium salt (SDS,
99% purity) and sodium chloride (99.5-100%) were purchased from Merck (Barcelona,
Spain), acetone, n-hexane, methanol from SDS (Peypin, France). All reagents used were
analytical grade.

Four soil samples from the Madrid region, Spain, with different physico-chemical
characteristics were used in this study (Table 1). Soils were air dried and sieved to 35

mesh before using.

2.2. Apparatus and experimental conditions

The SPME fiber holder for manual extraction and the fibers of polydimethylsiloxane
(PDMS, 100 um film thickness) used in the study were from Supelco (Madrid, Spain).
SPME fibers were conditioned by heating at 250 °C for 2h in the GC injection port
according to the manufacturer recommendations and reconditioned between two

consecutive extractions by heating at 260 °C for 4 min.



A magnetic stirrer was used for stirring the samples during extraction. An ultrasonic
bath (Ultrasons Selecta, J.P. Selecta, Barcelona, Spain) and a Hermle Z-320 centrifuge
(Hermle, Germany) were used for the extraction of pesticides from soil samples and to
separate the soil particles from the supernatant, respectively.

GC separation was performed using an HP 5890 series Il GC (Hewlett-Packard, Alto
Palo, CA, USA) equipped with an ECD, on a DB-5 60 m fused silica capillary column
(0.25 mm i.d., 0.25 um film thickness) supplied by J & W Scientific (Folson, CA,
USA). The detector temperature was set at 300°C. The temperature program was as
follows: the initial oven temperature was 60°C, maintained for 6 min and increased at
15°C/min to 280°C (11 min) to complete the program. Nitrogen was used as carrier gas
at a column head pressure of 22.4 psi and as make-up gas (60 ml/min).

Final confirmation of the pesticides in the soil extracts was performed by GC (HP 5890
Series) with mass spectrometer (HP 5890 Series) detection (GC-MS) in the selected ion
monitoring (SIM) mode. In this part of the study, 4 ml of the soil extract were
concentrated to 100 pl and an 1-ul sub-sample was injected in the splitless mode
(splitless time, 1.0 min) in a capillary OV-1 column (25 m x 0.25 mm i.d., 0.25 um film
thickness) from J & W Scientific. The column temperature was programmed from 70°C
(1.3 min) to 280°C at a rate of 15°C/min. The final temperature was held for 5 min.
Helium was used as the carrier gas at a column head pressure of 8 psi. For each
compound, the two most abundant ions produced by electron ionisation (EI) at 70 eV

were monitored (Table 2).

2.3. Procedures
SPME procedure for water. Preliminary experiments were carried out to optimise the

main parameters affecting the SPME of the pesticides investigated from aqueous



solutions (i.e. extraction time, ionic strength and magnetic stirring rate of the solution)
and their subsequent quantitative thermal desorption in the GC injection port (i.e.
temperature and time of desorption). In these studies Milli-Q water samples spiked with
the appropriate amount of the standard solution to give a final concentration of 3 ng/I
and equilibrated during 15 min were used. Optimisation was carried out by factorial
experimental design [15].

After optimisation, a typical experiment consisted on the direct immersion of the
conditioned fiber into the spiked water sample (3ml with 10% NaCl, w/v) contained in a
4-ml amber glass vial. As recommended by Eisert and Pawliszyn [16], the fiber was
placed off-center in the vial so the sample flowed perpendicularly to the fiber axis.
SPME was carried out under magnetic stirring for 30 min at ambient temperature.
Desorption of pesticides was carried out at 260°C for 5 min in a splitless injector.
Efficiency of the SPME of pesticides from water samples under the experimental
conditions finally proposed was evaluated by direct comparison of the SPME peak areas
with those of the calibration lines obtained by 1 ul splitless injection of the pesticides
selected in n-hexane (calibration range 0.1-7.5 ng/ml with coefficient of correlation
better than 0.994). Then, new calibration lines were constructed by SPME of the target
compounds from water samples spiked at concentration levels ranging form 0.1 to 10
ng/ml (0.03-3.3 ng/ml for chlorpyrifos) under these experimental conditions. These

calibration lines were used for quantification in subsequent experiments.

SPME procedure for soil. The feasibility of the method developed for SPME of
pesticides from aqueous solutions was investigated for the analysis of these compounds
in soil aqueous extracts. In this part of the study, sub-samples of soil 1 (Table 1) were

spiked at the 100 (or 75) ng/g level with the pesticides studied, extracted by a selected



extraction method and subsequently subjected to SPME according to the procedure
previously optimised. The soil was spiked by pre-soaking the sample in methanol
containing the pesticides at the appropriate level for 5 min. Then, methanol was allowed
to evaporate in a fume hood overnight. Feasibility of two soil extraction methods for
obtaining the aqueous solutions subjected to SPME was evaluated: ultrasonic extraction
with methanol and surfactant mediated extraction with SDS. In the former method, a 0.5
mg soil sample spiked at the 100 ng/g level was extracted for 15 min by ultrasonic
agitation with 5 ml of methanol. Methanol was chosen because of its high efficiency for
the extraction of the target compounds from soil allowed to minimise the volume of the
extraction solvent used in this step. Solid particles were subsequently separated from
the supernatant by centrifugation of the mixture for 15 min at 2000 g. A 2 ml of this
methanolic extract was then separately diluted to 20 ml with Milli-Q water as it has
been proved that percentages of methanol up to 10 % did not affect the SPME of polar
pesticides from aqueous solutions [3]. A 3 ml aliquot of this aqueous solution was then
used for SPME and subsequent analysis. In the second approach, surfactant mediated
extraction, a 0.5 g soil sample spiked at the 75 ng/g level with the target compounds
was extracted by shaking for 10 min with 5 ml of a 10% NaCl (w/v) extraction solution
containing 3 mg/ml of SDS [13]. Then, the supernatant was removed and the extraction
repeated. Both extracts were mixed and diluted to 12 ml to ensure that the micelles were
broken [17] and pesticides available for SPME. A 3 ml aliquot of this aqueous solution
was used for SPME and subsequent analysis. In both methods, ultrasonic and surfactant
mediated extraction, the theoretical final concentration of pesticides in the aqueous
solution subjected to SPME was 3 ng/ml. Efficiency of the soil extraction methods
tested was evaluated by comparison of the SPME peak areas obtained in each case with

those of the calibration lines constructed by SPME of spiked water samples. Otherwise



specify, all experiments were carried out in duplicate at ambient temperature. Finally,
the optimised extraction method plus SPME procedure was applied to the analysis of
pesticides in non-spiked soils with different physico-chemical characteristics.

Blank samples, i.e. non-spiked water and soil samples, were analysed to check any
contamination throughout the analytical procedure. No background interference was

found to be introduced by the proposed methodology.

3. Results and discussion

3.1. Optimisation of SPME of pesticides from water by factorial experimental design
Selection of the SPME fiber is of outstanding importance when the goal is to achieve
simultaneous high extraction efficiencies for compounds with a variety of chemical
characteristics (Table 2). A PDMS fiber was selected as this material has been reported
to have a satisfactory extraction efficiency for a variety of compounds, including
atrazine [3] and some of the organophosphorus pesticides included in this study [9].
Some preliminary experiments were carried out to determine the boundary levels for the
parameters affecting the desorption of the analytes from the SPME fiber. In these
experiments, 3 ml of Milli-Q water containing 10% NaCl (w/v) and spiked at the 3
ng/ml level were extracted under magnetic stirring for 10 min at ambient temperature.
According to these preliminary assays (results not shown), desorption temperatures in
the range 200-260°C and desorption times ranging from 2 to 5 min were selected for the
central composite design used to further proceed with method optimisation (Table 3).
As regard the variables affecting the SPME sorption, the extraction time and the ionic
strength were considered to be the most relevant according to previously reported data
[9] and, therefore, included in the experimental design used in this study. Extraction

times ranging from 5 to 40 min were investigated. Due to the contradictory results
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published for the salting-out effect, i.e. ionic strength —as percentage of NaCl, w/v—, in
SPME methods [3,18,19], percentages of NaCl ranging from 0% to 30% were
considered in the experimental design (Table 3). The rest of the parameters were kept
identical to those used in previous experiments. Table 3 summarises the 27 randomised
experiments corresponding to the complete design used for the simultaneous
optimisation of the SPME sorption and desorption parameters. As an example of the
results found in this study, Figures 1, 2 and 3 summarise, respectively, those obtained
for pesticides with relatively high, intermediate and low polarity (i.e. atrazine,
chlorpyriphos and carbophenothion, respectively).

The pareto chart is a graph that shows the amount of influence that each factor
investigated has on the response obtained for every particular compound studied as well
as the possible cross effect among these factors. Expectedly, and in agreement with
previous observations [3], the pareto chart obtained for atrazine (Figure 1.a) shows that
the ionic strength has a mayor effect on the SPME efficiency of the most polar
pesticides investigated. The extraction time, the desorption temperature as well as the
interaction between these factors and the ionic strength were also found to be
statistically significant. However, the desorption time had not significant effect since
this bar did not cross the vertical line in Figure 1.a that represents a 95% test for
significance. Figure 1.b shows that the higher the percentage of NaCl and the longer the
extraction time, the higher the response obtained for atrazine when using a desorption
temperature of 230°C and a desorption time of 3.5 min. Rather similar results were
obtained for pesticides with intermediate polarity as chlorpyriphos (Figure 2.a). Again
the time of desorption did not show any significant effect on the SPME efficiency for
this compound while all three other factors studied, ionic strength, extraction time and

desorption temperature, were statistically significant. However, as it can be read out
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form both the pareto chart (Figure 2.a) and the response surface obtained when using a
desorption temperature of 230°C and a desorption time of 3.5 min (Figure 2.b), the ionic
strength did not have an as dramatic effect as in the case of more polar pesticides.
Finally, in the case of the most apolar pesticide investigated (carbophenothion) newly
the time of desorption did not show any significant effect (Figure 3.a). The SPME
efficiency was found to increase with the desorption temperature. However, a negative
effect was observed for the ionic strength: the SPME efficiency increased as the
percentage of NaCl added to the aqueous solution decreased. Competition between this
apolar compound and the more polar ones, for which sorption on SPME fibers clearly
improved with the ionic strength, could be proposed as a possible explanation for this
result. This finding could also explain the contradictory results published for authors as
regard the salting-out effect on SPME methods [3,18,19].

As somewhat divergent optimum conditions were obtained for the SPME of the
different types of compounds studied, a consensus solution was adopted for subsequent
experiments. The finally proposed method for simultaneous screening of the pesticides
selected consisted on a direct immersion of the SPME fiber placed off-centre in a vial
containing a 3-ml water sample at room temperature for 30 min followed by desorption
at 260°C (5 min). Because of the opposite trends observed for pesticides with different
polarity when adding NaCl to the water, an intermediate percentage of NaCl (15%, w/v)
was provisionally proposed as the most convenient solution. However, due to the fast
degradation of the PDMS SPME fiber previously reported when using percentages of
NaCl higher than 15% [3], a 10% NaCl was selected for subsequent experiments.
Finally, the effect of the agitation speed on the SPME efficiency was investigated. For
all the analytes the SPME efficiency increased with the agitation speed during the

sorption step as the rate-limiting step in SPME is the diffusion of the compounds
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throughout the solution. Due to this diffusion rate can be efficiently speeded by
increasing the agitation, the agitation speed was set at the maximum for subsequent
analysis.

Once all the experimental parameters were optimised, the feasibility of the SPME
method developed was evaluated by analysing waters spiked at different concentration
levels (in the range 0.1-10 ng/ml, except for chlorpyrifos, 0.03-3.3 ng/ml). Recoveries
of the pesticides investigated at the 0.1 ng/ml level were 74% for atrazine, 22% for
methyl parathion, 100% for chlorpyriphos, 98% for methidathion and 54% for
carbophenothion. These values were in the range [9, 20] or even better [3] than those
previously published for similar applications involving a PDMS SPME fiber, except for
carbophenothion for which no previous data were found in the literature. The
repeatability of the whole SPME procedure, evaluated as the relative standard deviation
(RSD, n=3) at the 0.1 ng/ml level, was better than 6%, except for atrazine (20%)
because this peak showed some tailing. It is important to note that, for obvious reasons,
the absolute recoveries trended to decrease with the spiking level for concentrations
higher than 5 ng/ml. However, the amount versus area response was linear over the
whole range tested for all the compounds studied with coefficient of correlation in the
range 0.91-0.97. The experimentally calculated limits of detection in water were in the
range 0.01-0.04 ng/ml which proves the feasibility of the proposed SPME method for

environmental applications.

3.2. SPME of pesticides from soil
The SPME method developed was tested for pesticides analysis in aqueous soil extracts.

As quoted above, two different approaches, ultrasonic extraction with methanol and
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surfactant mediated extraction with SDS, were evaluated for previous extraction of the
analytes from the spiked soil. Figure 4 summarises the results of these experiments.

In all instances, ultrasonic extraction was found to be more efficient than surfactant
mediated extraction for the extraction of the target compounds from the spiked soil
studied. The recoveries obtained with the ultrasonic method ranged form 72% to 90%,
except for atrazine (47%). These results can be also read out from Figure 5 which
besides shows that the chromatogram corresponding to the ultrasonic extract was
cleaner than that obtained with the procedure involving surfactants. Therefore, the
former extraction method was used in subsequent experiments.

Additional relevant analytical data concerning the whole ultrasonic extraction plus
SPME method finally proposed for pesticides screening in soil are summarised in Table
5. The procedure developed showed a satisfactory repeatability for all the analytes with
RSDs better than 14%. The experimentally calculated limits of detection in real soil
samples were in the range 0.6-24 ng/g soil (except for atrazine, 30 ng/g soil), which
proves the practicability of the proposed ultrasonic plus SPME method for the analysis
of the target compounds in real-life soils.

As a further illustration of the potential of the procedure developed for fast pesticides
determination in soils with different physico-chemical characteristics, this analytical
method was used for the determination of the pollutants investigated in a variety of soil
samples. Both spiked and non-spiked soils were analysed in this part of the study.

Table 5 summarises the recoveries obtained when analysing three different types of soil
(see Table 1 for physico-chemical characteristics identification) spiked at the 100 ng/g
level (chlorpyrifos, 33 ng/g). The recoveries ranged form 97% to 123% with SD lower
than 16% for the organophosphorus pesticides studied and were somewhat lower, but

still in the range of those previously published for SPME methods [3], for atrazine (43-
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62% with SD below 11%). These results proved the feasibility of the analytical method
developed for the screening of the target compounds irrespective of the characteristics
of the soil investigated.

The method proposed was also applied to the determination of the endogenous levels of
the pesticides studied in non-spiked soils. Pesticides were quantified by GC-ECD and
GC-MS was used for confirmation purposes. As a typical example of the results
obtained, Figure 6 shows the MS chromatogram obtained after ultrasonic extraction of a
soil sample and subsequent SPME of the endogenous pesticides from the agueous
solution as well as the fragmentograms of chlorpyrifos and carbophenothion. These two
pesticides were found at quantifiable levels in all the four samples investigated (levels
in the range 3.7-4.8 ng/g soil for chlorpyrifos and 13-16 ng/g soil for carbophenothion).
Atrazine and methyl parathion were never detected. Analysis of the soil extracts by GC-
MS solved the interference affecting the GC-ECD determination of methidation (see
Figure 5) and proved that the levels of this pesticide were below the limit of detection in

all the soils analysed.

4. Conclusions

A fast screening method based on a 15 min ultrasonic extraction of a 0.5 g soil sample
with methanol, dilution of the methanolic extract and subsequent SPME of the analytes
from the aqueous solution has been developed for the determination of atrazine plus
four organophosphorous pesticides, methyl parathion, chlorpyriphos, methidathion and
carbophenothion. The main experimental parameters affecting the SPME step were
optimised by applying an experimental design which allowed to obtain maximum
information with a minimum number of assays. Compared to methods typically used for

pesticides determination in soil, the procedure developed is simpler, as the ultrasonic
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extracts can be subjected to SPME without any additional clean-up, faster (around 50
min for total sample preparation against the 1.5-2 h for conventional extraction
methods) and involves a minimum of organic solvent (5 ml of methanol against 150-
300 ml of organic solvents for conventional procedures). The similar recovery and RSD
values obtained for the target compounds when the method developed was used for the
analysis of soils with different of physico-chemical characteristics support its feasibility
for the fast screening of the pesticides selected irrespective of the properties of the soil

sample investigated.
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Table 1

Physicochemical characteristics of the soil samples tested.

17

Sample Soil 1 Soil 2 Soil 3 Soil 4
Sand % 92 78 55 57
Silt % 8 12 23 17
Clay % 0.3 11 22 26
CaCO3% - 42 - -
pH 6 8 8 8




Table 2

Characteristics of the pesticides investigated.

Pesticides MW @ m/z ° logKow ©
Atrazine 215.0 215/200 2.21-2.75
Methyl parathion 263.2 109/125 1.80-3.04
Chlorpyriphos 350.6 197/ 97 4.96-5.27
Methidathion 302.3 145/125 242
Carbophenothion 342.9 342/157 5.12-5.66

 Molecular weight
® \/alues of the two ions monitored

° Log octanol/water partition coefficient [14]
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Table 3

Factor levels in the central composite design and design matrix.

Factor Key Low level High level
Extraction time (min) A 5 40
NaCl (%, wiv) B 0 30
Desorption temperature(°C) C 200 260
Desorption time (min) D 2 5
Run No. A B C D

1 22,5 15 230 5

2 40 0 200 2

3 5 15 230 3,5

4 5 0 200 2

5 40 30 260 2

6 5 30 200 2

7 40 30 260 5

8 5 0 200 5

9 40 30 200 5
10 40 0 200 5
11 22,5 15 200 3,5
12 40 30 200 2
13 22,5 30 230 3,5
14 22,5 15 230 3,5
15 22,5 0 230 3,5
16 22,5 15 230 3,5
17 40 0 260 2
18 5 30 260 2
19 5 30 260 5
20 5 30 200 5
21 40 0 260 5
22 22,5 15 230 2
23 5 0 260 2
24 40 15 230 3,5
25 5 0 260 5
26 22,5 15 260 3,5
27 22,5 15 230 3,5




Table 4
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Recoveries and RSDs (%, n=4) obtained after ultrasonic extraction and SPME of the
aqueous extracts of a soil spiked at the 100 ng/g level (chlorpyriphos, 33 ng/g). Limits
of detection as experimentally determined in the real-life soil (ng/g soil).

Pesticides Recovery RSD LOD
Atrazine 47 14 30
Methyl parathion 79 8 24
Chlorpyriphos 86 1 0.6
Methidathion 90 13 7
Carbophenothion 72 10 3
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Table 5
Recoveries (%, n=3) and SD obtained after ultrasonic extraction and SPME of the
aqueous extracts of three different soils spiked at the 100 ng/g level (chlorpyriphos, 33

ng/g).

Pesticides Soil 2 Soil 3 Soil 4
Atrazine 62+9 43+ 11 60+ 7
Methyl parathion 107+ 6 97 + 15 105+ 10
Chlorpyriphos 105+ 16 105+ 14 107 £ 5
Methidathion ND @ ND @ ND 2
Carbophenothion 112+5 123 +7 106 + 12

% Not determined because of coelution with an impurity
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Figure legend

Figure 1. Atrazine (A) pareto chart for the standardised main effects in the central
composite design, and (B) response surface estimated from the factorial design by
plotting extraction time versus NaCl % with a desorption T of 230°C and a desorption

time of 3,5 min.

Figure 2. Chlorpyriphos (A) pareto chart for the standardised main effects in the central
composite design, and (B) response surface estimated from the factorial design by
plotting extraction time versus NaCl % with a desorption T of 230°C and a desorption

time of 3 min.

Figure 3. Carbophenothion (A) pareto chart for the standardised main effects in the
central composite design, and (B) response surface estimated from the factorial design
by plotting temperature of desorption versus NaCl % with a extraction time of 22,5 min

and a desorption time of 3,5 min.

Figure 4. Comparison of results obtained after ultrasonic and surfactant mediated
extraction of the pesticides studied from a soil spiked at the 100 ng/g soil
(chlorpyriphos, 33 ng/g soil) and subsequent SPME of the analytes from the aqueous

extracts. Results as average of two separate analyses.

Figure 5. GC-ECD chromatograms obtained after ultrasonic extraction of a soil with
(A) and without spiking (B); and (C) surfactant mediated extraction of the same spiked
soil and subsequently SPME of the analytes from the aqueous extracts. Spiking level
100 ng/g, except chlorpyriphos, 33 ng/g. The same scale has been used in all cases.
Pesticides: 1. atrazine, 2. parathion-methyl, 3. chlorpyriphos, 4. methidathion and 5.

carbophenothion.

Figure 6. GC-MS chromatogram obtained (A) after ultrasonic extraction plus SPME of
the aqueous extract for a non-spiked soil and (B) direct injection of a standard solution
containing the pesticides investigated at the 10 ng/ml level. Inserts correspond to the
fragmentograms of chlorpyriphos (ion 197) and carbophenothion (ion 342). See Figure

5 legend for peak numbering.
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Capitulo IV

Capitulo IV

ADSORCION DE LOS PESTICIDAS ATRACINAY
CLORPIRIFOS EN SISTEMA BINARIO POR LAS

TIERRAS DE DIATOMEAS

El contenido de este Capitulo ha sido publicado en la revista International Journal of

Environmental Studies, (2000) Volumes.
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Capitulo IV

El objetivo de este trabajo es evaluar la capacidad de adsorcion de dos pesticidas con
caracteristicas diferentes atracina y clorpirifos por las tierras de diatomeas en un sistema
en discontinuo. Para ello se ponen en contacto las tierras de diatomeas con disoluciones

que contienen, bien solo cada uno de los pesticidas o la mezcla de ambos.

Se evalud la influencia de varios pardmetros que afectan su adsorcién en ambos

sistemas y se estudio la cinética del proceso.

Los ensayos relativos al sistema de combinacién de los dos pesticidas (binario) se han
dividido en dos grupos principales: el estudio cinético y el trazado de las isotermas de
adsorcion. Los estudios de adsorcion en “batch” han permitido obtener una informacion

detallada sobre el comportamiento de adsorcion de los dos pesticidas estudiados.

La atracina y clorpirifos han demostrado tener efectos competitivos de adsorcién. La
adsorcién de atracina se reduce en presencia de clorpirifos, el cual mostré una fuerte

adsorcion en un intervalo de concentracion de 0.1-10 mg/I.

Se elaboraron las isotermas de adsorcion en sistemas de combinacién de los dos
pesticidas (binarios) ajustando los datos experimentales a un modelo matematico que
permitié evaluar, de forma cuantitativa, la influencia de la presencia de un pesticida

sobre la capacidad de adsorcion del otro.

En base a los resultados obtenidos se ha puesto de manifiesto la buena afinidad del
clorpirifos por las tierras de diatomeas con un valor alto de K; (227.09) frente al de
atracina (3.06).
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Removal of Atrazine and Chlorpyriphos from aqueous solutions by

adsorption on Diatomaceous earth — Competitive adsorption.

K. AGDI, A. BOUAID, A MARTIN ESTEBAN, P. FERNANDEZ HERNANDO,
A. AZMANI* and C. CAMARA.

ABSTRACT

Diatomaceous earth, an inexpensive material, as an adsorbent for the removal of
atrazine and chlorpyriphos from aqueous solution has been used. The effects of contact time,
pH, temperature, pesticide concentration and dose of adsorbent have been studied. The
equilibrium nature of each pesticide alone has been described by the Freundlich isotherm and
a tentative mechanism has been proposed, the Freundlich coefficient (Ks) and Freundlich
constant (1/n) appeared to be closely related to physiochemical properties of the compounds.
With increasing pesticide hydrophobocity their adsorption was stronger and faster (higher

Kow, lower solubility).
The kinetics and the factor controlling the adsorption process have also been studied.

Atrazine and chlorpyriphos showed different competitive effects : the adsorption of
the relativity weak sorbing atrazine was reduced in the presence of the stronger adsorbing
chlorpyriphos, whereas the adsorption of chlorpyriphos was less affected by competition of

atrazine at a concentration of 0.1 — 10 mg/I.

Keywords : Atrazine, Chlorpyriphos, Removal pesticide, adsorption isotherm, diatomaceous

earth, adsorbents.
INTRODUCTION

Among the different pollutants of aquatic ecosystems, pesticides, especially the
triazines and organophosphorus ones, are considered as priority pollutants since they harmful
to organisms even at pg/l levels (1). These pesticides constitute a diverse group of chemical

structures exhibiting a wide range of physiochemical properties.



Advanced removal pesticide methods are usually needed to achieve environment
quality requirement. These include some combination of biological chemical and physical
processes. Therefore, adsorption has evolved into one of the most effective physical processes
for removal pesticides.

To date, the most common commercially used adsorbent has been activated carbon
(2, 3, 4), but this relatively expensive. The suitability of peat, wood, ash, Fuller’s earth, fired
clay and some other low cost materials was investigated and has recently received more
attention owing to its economic advantages (5, 6, 7). The study of the feasibility of atrazine
and chlorpyriphos eliminated by diatomaceous earth is presented in this paper. Much attention
has been paid to optimise the effective abatement conditions in a cost effective fashion to
remove these pesticides. Diatomaceous earth, one of the cheapest and abundantly (North of

Morocco) available adsorbent has been tried for the uptake of atrazine and chlorpyriphos .

Diatomaceous earth (DE) is geological deposit consisting of the fossilised skeletons of
numerous species of siliceous marine and fresh water unicellular organisms, particularly
diatoms and other algae. Many of these fossilised sedimentary layers originated at least

20 million years ago in the lakes and seas of the Eocene and Miocene epochs (8, 9).

The objective of the present work was to evaluate the effect of retention time, pH,
temperature, pesticide initial concentration and amount of adsorbent on the removal of
atrazine and chlorpyriphos by DE and to compare the adsorption performance of single

pesticide system in batch mode and two pesticide system.
MATERIALS AND METHODS

Chemicals and materials

The tested pesticides in this study, atrazine (6-Chloro-N-ethyl-N’-(1-methylethyl)-
1,3,5-triazine-=2,4-diamine) and chlorpyriphos (0,0-diethyl0-(3,5,6-trichloro-2-pyridinyl)
phosphorothicate were purchased from Riedel-de Haen (Hannover, Germany). The physico-

chemical properties of these pesticides are shown in table 1.

Stock standard solutions (1000 mg/l) were prepared in ethyl acetate (Scharlau, Spain)
and stored at — 20°C in the dark. Working standard solutions were prepared daily. All reagents
used were of analytical grade.



The diatomaceous earth of Ras-Traf (Region of the Nador, North of Morocco), used in
our work, was screened to give a powder with granulometrie (d < 63 um) and dried at
110 °C for 24 h before use.

A univapo concentrator coupled to a Unijet Il Refrigerated Aspirator (Supplied by
Barcelona, Spain), a RC 2- B centrifuge (Sorvall Superspeed), a Bond Elut (C18) extraction
cartridges (Varian, Zug, Switzerland) and a gas chromatography equipped with a
nitrogen-phosphorus detector (HP-5890-11, Hewlett Packard, Palo Alto, CA) using
a 30 m x 0.32 mm 1.D fused silica capillary column SPB-50 (Supelco, USA) with Helium as
carrier gas (1.8 ml/min) and nitrogen as make-up gas (30.7 ml/min) were employed

throughout the present study.

Physicochemical Properties of the diatomaceous earth

The pH of the samples was measured in 1:200 solid suspensions. For the pH
measurements, suspensions were equilibrated for 3 h, centrifuged, and the pH of the

supernatant measured using the pH-meter.

The surface area was measured using the methylene blue adsorption method (10, 11).
a volume of 100 ml of various concentrations of methylene blue solution was shaken in glass
flasks for 1 h at 25 °C with 0,1 g of diatomaceous earth. Preliminary experiments of
adsorption Kkinetics indicated that this period was sufficient to attain equilibrium.
Subsequently, the final equilibrium concentration of the dye was determined
spectrophotometrically at 656 nm. The surface area was calculated from the saturation

adsorption assuming across sectional area of 108 A? for the methylene blue molecule.

The chemical composition of Ras — Traf diatomaceous earth were obtained with the
Bruker SRS 3400 X — Ray spectrometer.

Batch adsorption studies

The batch adsorption experiments were carried out by shaking 10 mg of diatomaceous
earth with 2 ml of distilled water MilliQ plus 5 system (Millipore, Molsheim, France) spiked
with 10 mg/l of each pesticide used at various pH (2-11) and at temperatures (4-40°C) in

different flasks for different retention times using a temperature controlled shaker.



The effect of contacted time between pesticide and adsorbent and the effect of the
amount adsorbate solution adsorbed per unit mass of DE on equilibrium were studied in series
of experiments. In each experiment, 10 mg of DE was contacted with a adsorbate solution in a
10 ml flask and stirred with a magnetic stirrer at room temperature for a given recorded time.
The contents of each flask was then centrifuged for 5 min and the supernatant was extracted
by a Bond eluted extraction cartridges C18, the extract was eluted with 10 ml of ethyl acetate
each, evaporated using a Univapo concentrador centrifuge to attain 2 ml of this solvent. The
amounts of the adsorbed pesticides were calculated as the difference between the initial
pesticide concentration and the supernatant concentration at equilibrium which was measured
by gas chromatography GC-NPD. Blanks and control samples were prepared with the same

manner without pesticides or adsorbent.

Competitive adsorption

The competitive adsorption was examined by the two experiments. In the first set of
experiments, the primary solute (atrazine) was adjusted to a constant initial concentration of
10 mg/l, while the secondary solute (chlorpyriphos) concentration was varied by adding an
initial concentration of 0,1; 0,5; 0,8; 2,5; 5; 10 mg/l respectively. In the second set of

experiments, the solute were interchanged.
RESULTS AND DISCUSSION

Physicochemical Properties of the adsorbent

Some physicochemical properties of the diatomaceous earth (DE) are given as
follow : pH = 9,84 and surface area (S = 318 m?/g).

The chemical composition of this adsorbent is shown in table 2. As it can be seen from
this table, the DE is consisted of the high amounts of SiO,, CaO, Al,O3; and Fe,O3 and other

minor components.

The scanning electron microscopic analysis of DE (Fig. 1 (a)) showed that this
adsorbent is made of a structure in honeycomb of the silica which can be explained
exclusively by the formation of diatoms belonging to the consinodiscus kind, to which join

speculate sponges, argillaceous minerals and grains of quartz of glauconie and silicoflagellés.



Semiquantitative surface content by energy — dispersive analysis showed (Fig. 1 (b))
apart from the major components of Si, O, Ca, Al and Fe and some minor components as Cl,
Mg and Na.

Time of equilibrium

The dependence of adsorption of the pesticides studied with time is presented in
Fig. 2. The adsorption increases with increasing contact time for each pesticide and the
equilibrium was attained of shaking for 15 min for each pesticide. Therefore in each

experiment, the shaking time was set to 30 min.

Temperature effect

A known amounts for each pesticide and DE were placed with 2 ml of distilled water
MilliQ in thermostatted shaker at varied temperature 4 — 40 °C for giving the behaviour of

atrazine and chlorpyriphos adsorption with the temperature.

This parameter was unaffected the adsorption of atrazine and chlorpyriphos by

diatomaceous earth. Thus subsequent experiments were carried out at ambient temperature.

Effect of pH

The test was carried out the same way as the standard adsorption experiments, but
prior to the test the pH of the pesticide solution was adjusted to 2, 4, 7, 9 and 11 by adding
either 1,0 N HCI or NaOH.

The effect of pH on the adsorption of atrazine and chlorpyriphos on diatomaceous
earth (DE) is presented in Fig.3. The pH of agueous solution is an important controlling
parameter in the adsorption process (12). Decreasing adsorption with increasing pH (pH 2-11)
was observed in the case of atrazine. The maximum adsorption of atrazine occurred normally
when pH was near his pKa (1.7), which is present in the cationic form. Atrazine is weakly
basic, so an increasing pH results in a decreasing cationic fraction in solution and hence a

decreasing adsorption.

Chlorpyriphos, non-ionic compound, probably interact with the non-ionic parts of the
diatomaceous earth surface (hydrophobic bonding), which are probably not much influenced

by the pH of the DE. Therefore in each experiment the shaking pH was set to 4,5.



Effect of DE amount on the adsorption process

The effect of DE amount (0,5 — 100 mg) on the adsorption of atrazine and
chlorpyriphos is presented in Fig. 4. The data indicates that the adsorption increases with the
amount of DE for both pesticides. The maximum uptake is exhibited at 20 mg of adsorbent in

2 ml of solution (10 mg/ml).

Effect of initial concentration of these pesticides

The Fig. 5 shows variation of atrazine and chlorpyriphos concentration on adsorption.
As can be seen from this figure that the adsorption increases with concentration for atrazine
and chlorpyriphos to attained a maximum (saturation) at 25 mg/l and 10 mg/l for atrazine and

chlorpyriphos respectively.

Kinetics of adsorption process

The adsorption kinetics of all pesticides exhibit an immediate rapid sorption by which
about 60 — 85 % of the added pesticide amount are adsorbed within 15 min, followed by a
slow sorption over a longer period (Fig. 6). Presumably initial quick adsorption is a surface
phenomenon, followed by a slow migration and diffusion of the compound into the organic

matter matrix and mineral structure.

The sorption kinetics correspond to the L type in the classification proposed by Giles
and al (14), which means that as the adsorption sites are occupied, it becomes increasingly
more difficult for adsorbate molecules to find vacant sites. As expected, the more

hydrophobic solute chlorpyriphos was adsorbed to a greater extent than atrazine.

A kinetic study of the adsorption process was also made using the following

expression :
r=K;(C-C¢" (1)
Where :  ris the adsorption rate (mg/min).
K. is the kinetic constant (I/mg*".min™)

n is the reaction order.



The equation (1) can also be expressed in a linear form by taking the logarithm :
Logr=Log K.+ nLog (C-Cy) (2

Statistical analysis was performed by linear regression to calculate the isotherm
coefficients K¢ and n.

As it can be shown from table 3, the kinetic constant values were very similar for both
pesticides, indicating that the adsorption rate is similar and the reaction order (n ~ 1) is similar
too, although the kinetic constant was greater for chlorpyriphos, confirming a greater affinity
of the DE for this pesticide.

Adsorption isotherm studies

To quantify the adsorption capacity of DE for removal of atrazine and chlorpyriphos

from aqueous solution, the Freundlich model was used :
Qe =K Ce" 3)
Where Qe (mg/g) is the amount of pesticide adsorbed per g of adsorbent.
C. (mg/l) is the equilibrium concentration in solution.

Kt (I/g) and 1/n are the adsorption coefficient and the adsorption constant

respectively.

For 1/n > 1 the amount of adsorbate tends to increase without limit at a value nearly
Ce, for 1/n < 1 adsorption appears to approach a limit. For 1/n =1 the adsorption isotherm will

be linear, then equation (3) can be written as follows :
Kg=Qe/Ce 4)

Where Ky is the partition coefficient of the adsorbed amount in DE and the concentration in

solution at equilibrium.

The Freundlich equation can also be expressed in a linear form by taking the
logarithm :

Log Qe=Log K+ 1/nLogCe (5)



Statistical analysis was performed by linear regression to calculate the isotherm

coefficients K¢ and 1/n.

The related parameters for the fitting of Freundlich equation are summarised in table 4
and isotherm plots for atrazine and chlorpyriphos are shown in Fig. 7.

Over limited range of concentration (0,1 — 10 mg/l) non-linear adsorption were
observed in particular for chlorpyriphos which is poorly soluble and shows a high K, value.
This nonlinearity of surface adsorption phenomena maybe attributed to adsorption into

organic or mineral matrices.

Comparison of the adsorption behaviour of each pesticides, it has be seen that
chlorpyriphos shows a higher K¢ (227,09) on DE than atrazine (K = 3,06) and that the extent
to which the Freundlich isotherm exponent 1/n for these compounds differs from 1 is

dependent on their intrinsic physiochemical properties (15, 16).

Comparaison of the adsorption behaviour of different chemicals on the basis of their

Kq values (table 4) suggests an inverse relationship of Ky and water solubility.

Competitive adsorption

In order to examine the exist competitive effect between atrazine and chlorpyriphos,
two series of adsorption experiments with primary solute in the presence of a secondary solute

in different concentrations (0.1-10 mg/l) were carried out in our laboratory.

The adsorption of the weakly sorbing atrazine proved to be insignificantly influenced
by chlorpyriphos Fig. 8 (a), and the figure 8 (b) shows that the adsorption of chlorpyriphos
was even less affected by the same initial concentration of atrazine.

The anticipated mixed adsorption behaviour most likely related to the both the
adsorbent responsible for the nonlinearity of the adsorption isotherms and the pesticide
properties (13, 17). A compound will be adsorbed favourably by those sites of DE that have
the strongest affinity towards it. As those high affinity sites becomes saturated, adsorption of

this compound is limited to the less strongly adsorbing site.



CONCLUSION

The batch adsorption studies described in this paper have yielded much detailed
information on the adsorption behaviour of the both pesticides studied. It is evident that the
degree of nonlinearity of the isotherm increases with increasing hydrophobocity of the
pesticides. The adsorption process is not completely reversible, that means that hysteresis
occurs, the extent of which being also related to the physiochemical properties of these

pesticides.

This study reveals that the diatomaceous earth is an excellent adsorbent for atrazine
and chlorpyriphos removals from aqueous solution.

The pH affects atrazine adsorption. Increasing the pH (2-11) causes a decrease in

atrazine adsorption’s.

The adsorption of the strongly adsorbing chlorpyriphos was almost unaffected by the
presence of atrazine at different concentrations while atrazine showed a decreased adsorption

on diatomaceous earth in the presence of chlorpyriphos.

The investigations are quite useful in developing an appropriate technology for
decreasing a wastewater treatment plant. The process is economically feasible and easy to
carry out.
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Fig. 2 : Effect of time on removal atrazine and chlorpyriphos by DE.

m (DE) = 10 mg.

C, (pesticide) = 10 mg/I.

T° = ambient.

pH=63
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Fig. 3 : Effect of pH on the adsorption of atrazine and chlorpyriphos in the DE.

Experimental conditions :
m (DE) = 10 mg.

C, (pesticide) = 10 mg/I.
T° = ambient.

Equilibrium time = 30min.
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Fig. 4 : Effect of DE amount on the adsorption of pesticides studies.

Experimental conditions :

Equilibrium time = 30 min.

C, (pesticide) = 10 mg/I.
T° = ambient.

pH =45
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Fig. 5 : Variation of atrazine and chlorpyriphos concentrations with adsorption process.

Experimental conditions :
m (DE) = 20 mg.

pH = 4,5.

T° = ambient.

Equilibrium time = 30 min.
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Pesticides

Atrazine

Chlorpyriphos

Form

Colourless powder

Colourless crystals with a

mild mercaptan odour

Molecular weight 215.7 350.6
Solubility in water 33 mg/l (at pH = 7 and 22°C) 1.4 mg/l (25°C)
*Log Kow 2.5 (25°C) 4.7
PKa 1,7 -
p.v 3,85. 10 mPa (25°C) 2,7 mPa (25°C)

Table 1 : Physiochemical properties of atrazine and chlorpyriphos.

*Log Kow = logarithm of compounds partition coefficient between octanol and water.



Analyte Chemical composition (%)

SiO; 72.1
Al,O3 7.34
Fe 03 4.33
Na,O 1.76
MgO 1.86
P20s 0.12
SO, 0.36
Cl 0.51
K20 1.19
CaOo 9.90
TiO, 0.37

Table 2 : Chemical composition of Ras-traf diatomaceous earth.
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Pesticide Kc (I/mg"".min™).10° n R?
Atrazine 1,53 0,84 0,9999
Chlorpyriphos 2,04 0,96 1

Table 3 : Kinetic constants for atrazine and chlorpyriphos adsorption on DE.
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Pesticides used

Freundlich constants

Kt Kdq 1/n R?
Atrazine 3,06 2,89 0,75 0,9953
Chlorpyriphos 227,09 215,17 0,35 0,9997

Table 4 :

Freundlich parameters of the tested pesticides in DE.
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Capitulo V

REMEDIACION DE ATRACINA Y CUATRO PESTICIDAS
ORGANOFOSFORADOS EN AGUAS

MEDIOAMBIENTALES

El contenido de este Capitulo ha sido publicado en la revista J.Environ. Monit., (2000)
2, 420-423, y presentado como cartel en la 4™ Euroconference on environmental
Analytical Chemistry, Visegrad, Hungria (2000).
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Capitulo V

El objetivo de este trabajo es la evaluacion de la eficacia de la tierra de diatomeas como
un substrato para la remediacion de atracina y cuatro pesticidas organofosforados

(metil-paration, clorpirifos, fenamifos y metidation) en aguas medioambientales.

Se ha optimizado las distintas variables tales como (temperatura, pH, tiempo de
contacto, concentracion de pesticidas y la cantidad del adsorbente ) que afectan a la
retencion de dichos pesticidas en las tierras de diatomeas. La optimizacién de todas
estas variables ha permitido la remediacion con eficacia de tres muestras diferentes de

aguas contaminadas con los pesticidas objetos de estudio.

Los experimentos en batch han demostrado que las tierras de diatomeas han sido
capaces de retener 95% de clorpirifos, 75% de metidation y metil-paration y 55% de
atracina y fenamifos. La determinacion de las isotermas de adsorcion ha permitido
estudiar la interaccion de los pesticidas con las tierras de diatomeas y cuantificar el

proceso de adsorcion.

Los resultados obtenidos nos permiten proponer a las tierras diatomeas como un
sustrato adecuado para la eliminacion de contaminantes organicos, como pesticidas en

aguas de desecho, de forma sencilla, barata y eficaz.
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A new viable remediation technique based on the use of diatomaceous earth is proposed to improve the
ecological system. Its ability to remove atrazine and the four organophosphorus pesticides parathion-methyl,
chlorpyriphos, fenamiphos and methidathion from river and waste waters has been proven. A series of
experiments including variable conditions, such as temperature, pH, contact time, pesticide concentration and
adsorbent quantity, were performed to demonstrate the efficiency of pesticide removal from three different
water samples. The batch experiments showed that diatomaceous earth was able to remove 95% of
chlorpyriphos, 75% of methidathion and parathion-methyl and 55% of atrazine and fenamiphos from all types
of waters tested. The individual adsorption of each pesticide on diatomaceous earth could be described by the
Freundlich isotherm and a tentative adsorption mechanism was proposed. The Freundlich coefficient (Kf) and
Freundlich constant (1/n) appeared to be closely related to the physicochemical properties (K., solubility) of
the compounds. The actual results support the conclusion that diatomaceous earth has the potential to serve as

an extractant in remediation techniques.

Introduction

Among the different pollutants of aquatic ecosystems,
pesticides, especially triazines and organophosphorus pesti-
cides, are considered as priority pollutants since they are
harmful to organisms even at pgl~! levels.! These pesticides
constitute a diverse group of chemical structures exhibiting a
wide range of physicochemical properties.

The increased use of agricultural pesticides has meant that
the mechanisms and magnitude of pesticide movement after
their application continue to be an active area of research.
Furthermore, their removal from contaminated lands is of
paramount interest. Many of the pesticides introduced to
replace organochlorine pesticides, such as triazines and
organophosphorus pesticides, were designed to break down
fairly quickly. However, their relatively high solubility in water,
makes them quite mobile in the environment.?> When the
potential level of exposure to contaminants at a given site is
unacceptable from the human health or ecological standpoints,
remediation strategies become necessary.

Advanced pesticide removal methods are usually needed to
meet environment quality requirements. These include combi-
nations of biological, chemical and physical processes. There-
fore, adsorption has evolved into one of the most effective
physical processes for pesticide removal.

To date, the most common commercially used adsorbent has
been activated carbon,®> but it is relatively expensive. The
suitability of peat, wood, ash, Fuller’s earth, fired clay and
some other low cost materials has been investigated and has
recently received more attention owing to their economic
advantages.®®

Diatomaceous earth (DE), one of the cheapest and most
abundantly available adsorbents (in Northern Morocco, the

420 J. Environ. Monit., 2000, 2, 420-423

east of Spain and California more than 270 000 tonnes of it are
extracted annually), is a geological deposit consisting of the
fossilized skeletons of numerous species of siliceous marine and
fresh water unicellular organisms, particularly diatoms and
other algae. Many of these fossilized sedimentary layers
originated at least 20 million years ago in the lakes and seas
of the Eocene and Miocene epochs.” Actually, there are many
industries distributing DE as it is used also as an insecticide or
grain protectant (Australia, Canada, USA, Croatia, Germany,
China and some other Asian countries).

Taking into account its specific properties (high silica
content, high porosity, low density, weak conductibility
coefficient, etc.), DE offers many possible industrial applica-
tions, Ze., as an adsorbent, insulator and catalyst.lo’ 1 Special
attention has been paid to optimizing the effective abatement
conditions in a cost-effective fashion to remove these pesticides.

The objective of this work is to evaluate the effectiveness of
the DE as a substrate for removing atrazine and four
organophosphorus pesticides from environmental waters.
Thus, the main parameters affecting their adsorption capacity
(pH, temperature, contact time) have been evaluated.

Experimental
Reagents and instruments

Atrazine, parathion-methyl, chlorpyriphos, fenamiphos and
methidathion were purchased from Riedel-de Haen (Hann-
over, Germany). Stock standard solutions (1000 mg1~") were
prepared in ethyl acetate (Scharlau, Barcelona, Spain) and
stored at —20 °C in the dark. Working standard solutions were
prepared daily. All reagents used were of analytical grade.

A Univapo concentrator coupled to a Unijet II (Barcelona,
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Spain) refrigerated aspirator, an RC2-B centrifuge (Sorvall
Superspeed), Bond Elut (C18) extraction cartridges (Varian,
Zug, Switzerland) and a gas chromatograph equipped with a
nitrogen—phosphorus detector (HP5890-11, Hewlett Packard,
Palo Alto, CA, USA) using a 30 m x 0.32 mm id fused silica
capillary column SPB-50 (Supelco, USA) with helium as carrier
gas (1.8mlmin~') and nitrogen as make-up gas
(30.7 ml min~ ") were employed throughout this study.

The DE of Ras-Traf (Nador Region, Northern Morocco)
used in our work was screened to obtain powder with
granulometry (d<63 pm) and dried at 100 °C for 24 h before
use. The chemical composition of Ras-Traf DE, analyzed with
a Bruker SRS 3400 X-ray spectrometer connected to spectraP"s
Windows NT software, was SiO, (72.1%), Al,O5 (7.34%), CaO
(9.90%), Fe,05 (4.33%) and other minor components. The SiO,
content is similar to other DE from different sources.'?

Experimental procedure

The batch experiments according to a procedure previously
described'*!'* were carried out by shaking 10 mg of DE with
2ml of river water (Guadarrama, Madrid) spiked with
(10mg1™") of each pesticide under different experimental
conditions (pH, temperature) in a controlled shaker at room
temperature for 5 min. DE is resistant to heat and chemical
reactions, in our study no degradation of the pesticides tested
under the working conditions was detected, even when longer
periods were applied.

The solution was then centrifuged for Smin and the
supernatant was extracted by solid-phase extraction on a
(C18) Bond Elut extraction cartridge. The pesticides were
eluted with 10 ml of ethyl acetate and evaporated using a
Univapo concentrator centrifuge to obtain 2ml of ethyl
acetate. The amount of adsorbed pesticide was calculated as
the difference between the initial pesticide concentration and
the supernatant pesticide concentration at equilibrium by gas
chromatography. A 1 ul aliquot of eluate was injected on to the
column with a 3 °C oven track. The detector temperature was
280 °C and the temperature program was as follows: the initial
oven temperature (60°C) was increased at 50°Cmin~! to
180°C for 1 min, and then at 15°C min~' to 225 °C for 3 min
followed by a ramp of 2°Cmin~" to 257°C and held for
1.6 min to complete the program. In these conditions, linear
calibration graphs were obtained for all the analytes within the
0.2-10 pg g~ ' range with regression coefficients of better than
0.997.

Blanks and control samples were prepared in the same
manner without pesticides or adsorbent.

Results and discussion

Most of the papers dealing with DE, use this material for
metals preconcentration, a few for pesticides extraction from
other samples such as vegetables,'>'® or as a support for
column chromatography.'’

The effect of several physicochemical parameters (pH,
contact time, temperature, DE quantity and saturation
concentration) on the capability of the DE to remove pesticides
from environmental water was evaluated. The results obtained
are expressed in terms of percentage of pesticide (R) removed
by DE and were calculated as follows:

R=[(Co—C)/C,]100

where C, and C are the initial and final concentrations,
respectively, of each pesticide in the water sample.
Effect of pH on adsorption

The pH of the pesticide solutions was adjusted to 2, 4, 7, 9 and
11 with either HCI or NaOH and the solutions were then

100
90 1 —&— Atrazine
—il— Parathion-methyl
il —— Chlorpyriphos
07 —>— Fenamiphos
< 60 —¥— Methidathion
E 50 +
40 1
30
20 +
10
0
0 5 10 15

pH
Fig. 1 Effect of pH on removal efficiency (R).

treated according to the procedure described in the Experi-
mental section.

The results obtained are shown in Fig. 1. It is clearly
demonstrated that the removal efficiency (R) is dependent on
the hydrophobicity of the pesticide. In addition, adsorption,
except in the case of atrazine, was unaffected by pH. Since
atrazine is a weak base (pK,=1.7), at acidic pHs it is largely in
its cationic form. This might be an indication that atrazine is
retained by ionic groups present on the DE surface.

Effect of temperature

The effect of temperature on the adsorption of selected
pesticides on DE was studied within the range 4-40°C by
exposing 2 ml of river water spiked with pesticides (10 mg 17"
to 10 mg of DE. This study showed that temperature does not
affect the removal efficiency of any of the pesticides evaluated.
Subsequent experiments were therefore carried out at ambient
temperature.

Effect of DE quantity

The effect of the DE quantity (0.5-100 mg) on removal of the
selected pesticides (10 mgl ") in this process is shown in Fig. 2.
The data indicate that the removal efficiency (R) increases
slightly with increasing DE quantity. The maximum uptake is
exhibited at 10 mg of DE in 2 ml of river water.

Contact time

Fig. 3 shows the effect of contact time on the sorption of
selected pesticides by DE. The values of (R) increase with
increasing contact time for all the pesticides studied. The
retention efficiency for the four organophosphorus pesticides
ranged from 80% to 93%, whereas for atrazine it was
significantly lower (60% at 5 min up to a maximum of 80%
at 50 min). A contact time of 5 min was chosen as optimum.

100
90 t‘/‘f——A—”—’—‘
80
70 —&— Atrazine
—l— Parathion-methyl
> 60 —— Chlorpyriphos
é, 50 —— Fenamiphos
© 40 —¥— Methidathion
30
20
10 +
0
Q 20 40 80 80 100 120

dose of diatomaceous earth/mg

Fig. 2 Effect of DE quantity.
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Fig. 3 Effect of contact time.

DE capacity

The saturation study shown in Fig.4 was carried out by
exposing the same amount of DE (10 mg) to 2 ml of river water
spiked with different amounts of pesticides ranging from
0.1mgl~! to 150 mg1~!. As shown in Fig. 4, the maximum
amount of pesticides removed by 10 mg of DE was 220 pg
(2mlx 110 pgml™).

Adsorption model

To quantify the DE adsorption capacity for the removal of
atrazine and chlorpyriphos from aqueous solution, the
Freundlich model was used:

Qe =Ky Cel/n

where Q. (mg g~ ') is the amount of pesticide adsorbed per g of
adsorbent, C. (mgl™') is the equilibrium concentration in
solution and K¢ (1g~") and 1/n are the adsorption coefficient
and the adsorption constant, respectively.

This relation implies an energy distribution that can be
explained by the heterogeneity of the surface. According to this
equation, the adsorbed quantity increases to infinity with
increasing concentration. In general, even though not very
satisfactory for high concentrations, it describes well the
adsorption of the composite species diluted in the solvent,
which is the case of pesticides in water.'®

For 1/n>1 the amount of adsorbate tends to increase
without limit at a value of nearly C., whereas for 1/n<1
adsorption appears to approach a limit. For 1/n=1 the
adsorption isotherm will be linear. The Freundlich isotherm
can also be expressed in a linear form by taking the following
logarithm:

log Q.=log Ky +1/n log C,

A statistical analysis was performed by linear regression to
calculate the isotherm coefficients Ky and 1/n.
The relevant parameters for the fitting of the Freundlich

120
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Fig. 4 DE capacity.
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Table 1 Freundlich parameters for the adsorption of atrazine and
chlorpyriphos on DE

Freundlich parameter

2

Pesticide K 1/n R
Atrazine 3.06 0.87 0.9507
Chlorpyriphos 227.09 0.35 0.9953

equation for the pesticides evaluated are summarized in
Table 1.

Non-linear adsorption was observed over a limited range of
concentrations (0.1-10 mg 1Y), in particular for chlorpyriphos,
which is poorly soluble and has a high K,,, value.

By comparing the adsorption behavior of each pesticide, it was
observed that chlorpyriphos had a higher K;(227.09) on DE than
atrazine (Ky=3.06) and that the extent to which the Freundlich
isotherm exponent 1/n for these compounds differed from 1 was
dependent on their intrinsic physicochemical properties.'®2

Application of DE for the removal of pesticides from waste
waters

After optimization of the parameters affecting the removal of
atrazine, parathion-methyl, chlorpyriphos, fenamiphos and
methidathion on DE, an experiment was performed to extend
the applicability of the optimized method by applying it to the
removal of atrazine, parathion-methyl, chlorpyriphos, fenami-
phos and methidathion from two waste water samples (‘“‘La
China” water treatment plant, Madrid, Spain): treated waste
water (TWW) and non-treated waste water (NTWW). The
water samples were spiked with pesticides (10 mgl1™!) and
treated according to the optimized procedure described.

The results obtained are shown in Fig. 5. The data indicate
that the removal efficiency was higher for TWW than for other
water samples [RW (river water) and NTWW] due to the nature
and amount of organic matter present. As the well known ability
of DE to retain different kind of compounds. (The DE can work
as both an adsorbent and physical entrapment of many
compounds.) Organic matter and other compounds may
compete in the pesticides adsorption process taking place.

Conclusions

Diatomaceous earth was effective for removing atrazine,
parathion-methyl, chlorpyriphos, fenamiphos and methi-
dathion from all water samples tested, which means that it
could be used to mitigate problems with their waste disposal.
The batch adsorption studies described in this paper give
detailed information on the adsorption behavior of the
pesticides studied. It is evident that the degree of nonlinearity
of the isotherm increases as the hydrophobicity of the pesticides
increases. The adsorption process is not completely reversible,
which means that hysteresis occurs, the extent of which is also
related to the physicochemical properties of these pesticides.
The development of an effective remediation system based

[ Atrazine

B Parathion-methyl
B Chlorpyriphos

£ Fenamiphos

B Methidathion

Rw T™WW

NTWW

Fig. 5 Removal of pesticides from waters (RW, river water; TWW,
treated waste water; and NTWW, non-treated waste water) by DE.



on DE for atrazine and the four organophosphorus pesticides
seems to be technically feasible.

To evaluate the ability of DE to transform or degrade the

pesticides is of significant interest for many environmental
applications.
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Capitulo VI

PERSPECTIVAS DE LAS TIERRAS DIATOMEAS (TD) EN
LA QUIMICA ANALITICAY EN EL MEDIO AMBIENTE.
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Perspectivas de las tierras diatomeas (TD) en la quimica analitica y en el medio

ambiente.

Muchos pesticidas y otros contaminantes organicos pueden desaparecerse del suelo por
procesos fisicos-quimicos incluyendo volatilizacion, degradacion fotolitica, degradacion
microbial y lixiviacion. Esta ultima ha recibido una gran atencion en los Gltimos afios
dado que es uno de los procesos que mas contribuye a la contaminacién de las aguas
subterrdneas tras los tratamientos en campos cultivados. En este proceso, las
propiedades fisico-quimicas tanto de los pesticidas como del suelo, desempefian un

papel decisivo [1].

La limpieza y descontaminacion total de suelos y sedimentos es siempre el objetivo
final y tiene prioridad sobre aquellos métodos que guardan o inmovilizan el
contaminante en el medioambiente reduciendo su efecto eco-toxicoldgico. Sin embargo,
siempre existe una fraccion muy importante del contaminante que no se ve afectada por
los procesos de limpieza fisico—quimicos o biolégicos, lo que constituye un obstaculo
para las tecnologias de remediacion medioambiental y su legislacion.

Existen distintos medios de remediacion de aguas y suelos, éstos se basan
fundamentalmente en tres principios: inmovilizacion-estabilizacidn, separacion-

concentracion y destruccion.

La estabilizacion, como ya hemos comentado en la introduccion, es un proceso que
minimiza la velocidad de migracion de los contaminantes y reduce la toxicidad de éstos.
Puede definirse como: “el proceso mediante el cual los contaminantes quedan total o
parcialmente inmovilizados por la adicion de un medio que actla como soporte
aglomerante u otros modificadores” [2]. Durante el proceso de estabilizacion, algunos
contaminantes pueden destruirse y otros pueden «desaparecer» como resultado de la

volatilizacion.

En la bibliografia existente no se recoge ninguna aplicacion analitica directa de las
tierras de diatomeas (TD) para la estabilizacion y remediacion de espacios

contaminados con pesticidas. La utilizacion de este material como filtro para la
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obtencion de aguas potables [3] resultd una premisa importante para evaluar la
posibilidad de establecer un procedimiento de remediacion de pesticidas mediante su

adsorcion en este substrato geolégico.

Teniendo en cuenta todo lo anteriormente expuesto acerca de la remediacion de suelos y
aguas junto con los resultados obtenidos durante el desarrollo de esta tesis (capitulo IV
y V) respecto a la capacidad de las TD para adsorber atracina y varios pesticidas
organofosforados, se ofrece la posibilidad de usar este material como soporte y aplicarlo

en distintos fines:
- Analitico: estabilizacion de pesticidas
- Remediacion ambiental: limpieza de aguas lixiviadas contaminadas tras el regadio.

Para llevar a cabo estos dos objetivos fue necesario determinar inicialmente si las TD
eran capaces de inmovilizar de forma permanente los analitos sin liberarlos al ambiente

en condiciones favorables a la desorcion.

El plan de trabajo seguido cuya finalidad es la busqueda de nuevas aplicaciones de las
TD en quimica analitica y en remediacion ambiental, ha estado constituido por las
siguientes etapas:

% Desorcion de pesticidas de las TD simulando un caso real practico.

+¢+ Estabilidad de los pesticidas en TD.

¢ Evaluacion de la posible remediacion de agua del lixiviado y de espacios

contaminados.

1. Desorcion de los pesticidas

Para realizar estos estudios se utilizaron tierras de diatomeas procedentes de Marruecos

cuya composicion quimica esta sefialada en los capitulos IV y V.

Con el fin de evaluar la posible desorcion de los pesticidas estudiados y determinar si

las TD eran capaces de inmovilizar de forma permanente a los analitos sin liberarlos al
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ambiente, se realizaron, una serie de experimentos en discontinuo, reteniendo los

pesticidas (atrazina, metil-paration y clorpirifos) en el substrato.

Inicialmente se afiadieron 4ug de cada pesticida en 20ml de agua milli-Q (0.2 ppm) a un
vaso de reaccidn que contiene 100mg de TD. Posteriormente, la mezcla se sometio a
una agitacion mecanica durante media hora para asegurar el equilibrio de adsorcion. El
sistema se centrifugd durante 5 min y el liquido sobrenadante se recogié para proceder
al analisis de los pesticidas mediante CG tras su extraccion y preconcentracion en fase

solida siguiendo el procedimiento descrito en el capitulo V.

El procedimiento operatorio llevado a cabo en este estudio se representa en la figura
VI.1.

Pesticidas
20mL H,O
Milli-Q
100 mg de
TD S
Agitacion y
Centrifugacion Repetido 11 dias —
TD—»
@ % 20ml disolucién ﬁ
—] ———1 CaCl,(0.01%)) —]
| >
Agitacién y
Sobrenadante TD + Pesticidas Centrifugacion
Extraccion en —
fase Solida
| Sobrenadante

Evaporacion

Deteccion (CG-NPD)

Figura VI1.1.- Procedimiento utilizado en el estudio de adsorcion y desorcion: deteccion
de los pesticidas por CG-NPD.
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El porcentaje de retencion de pesticidas en las TD se muestra en la tabla VI.1.

Pesticidas Atrazine Me-paration Clorpirifos

% Retenido en DE 41.2 715 83.7

Tabla VI.1.- Estudio de adsorcidon de los pesticidas en DE.

Seguidamente se realizaron ensayos para comprobar la posible desorcidn de los analitos.
Para ello se puso en contacto las tierras de diatomeas cargadas con los pesticidas con
20mL de una disolucion de CaCl, (0.01%) para simular un caso real. Tras una agitacion
magnética de 24h. Se separd la tierra de diatomeas del sobrenadante analizando los
posibles pesticidas que aparecieron en este ultimo siguiendo el procedimiento
mencionado en el capitulo V. Esta misma tierra con los pesticidas se sometera de nuevo
al ensayo de desorcion durante un tiempo maximo estudiado de 11 dias, a fin de

controlar la cantidad de pesticidas liberada en dichos ensayos.

Los resultados correspondientes a este estudio se muestran en la figura V1.2, en ella se
puede comprobar que, al contrario que en el caso de adsorcion la eficacia del proceso de
liberacion fue baja siendo un proceso de desorcion muy lento, liberando sélo un total de
2.4% (de la cantidad adsorbida) del pesticida clorpirifos durante once dias. De los otros
pesticidas, solo se desorbié un 0.07% de atracina en los siete primeros dias y el metil-

paration no se desorbio.

Este fendmeno observado de liberacién lenta puede explicarse como resultado de una
fuerte interaccion especifica entre TD-pesticida en el proceso de adsorcion y/o difusion
de los pesticidas los cuales penetran en los poros del adsorbente quedando totalmente

atrapados, lo que hace imposible su liberacién.
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1,5 - Clorpirifos

% desorcion

tiempo(dias)

Figura V1.2.- Estudio de desorcion.

2. Estabilidad de los pesticidas en TD

Cuando una muestra llega al laboratorio no siempre es posible analizarla de forma
inmediata, es necesario conservarla para evitar la pérdida o contaminacion de los
analitos. Como ya se ha mencionado la mayoria de los pesticidas presentan una alta
inestabilidad en disolucién, por lo que es necesario recurrir a diversas técnicas de
conservacion durante su almacenamiento previo al analisis. En algunos casos esta
conservacion suele ser cara, dificil de conseguir y puede originar diversas interferencias
en la determinacién analitica (congelacion, liofilizacion, adicion de conservantes y

estabilizantes).

Teniendo en cuenta todo esto, encontrar un substrato que sirva de estabilizante-
immobilizante de los pesticidas presenta un gran interés desde el punto de vista

analitico.

Por ello, y basandonos en los experimentos anteriores de la desorcion se evaluo el
empleo de las tierras diatomeas como soporte para favorecer la estabilidad de algunos

pesticidas (usandolo como un sistema de retencidn directo de los analitos). Por esta
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razon, se realizo un estudio de la estabilidad de los pesticidas reteniéndolos en las tierras
de diatomeas a tres temperaturas distintas durante un periodo de tiempo de méas de dos

meses.

Para llevar a cabo la experimentacién de este apartado, se realizd, un ensayo con los
siguientes pesticidas: atracina y clorpirifos, el cual consistia en poner en contacto en un
vaso de reaccion 3g de las tierras diatomeas con 12ug de los pesticidas en 20 mL de

metanol para favorecer su adsorcion (4ug de pesticidas/g de TD).

En la figura V1.3 se muestra el procedimiento seguido para el estudio de estabilizacion

de pesticidas en TD.

Pesticidas (12ug) + Metanol (20mL) + TD (3g)

——

| Agitacion, Evaporacion (Metanol) |

1

T
TD + pesticidas

Almacenamiento
> -20°C

> -4°C

» T°ambiente

Andlisis a t=0 At=24h At=1semana
(Referencia)

Figura V1.3.- Procedimiento utilizado en el estudio de estabilidad.
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La mezcla se someti¢ a agitacion mecanica durante 10 minutos y se dej6 en reposo para
evaporar el metanol. A continuacidn se procedi6 a la division de las tierras de diatomeas
(con los pesticidas adsorbidos) que se almacenaron en viales a tres temperaturas
diferentes —20°C, -4°C y a temperatura ambiente (20-25°C). Los pesticidas asi
adsorbidos se mantuvieron en las condiciones especificas hasta el momento del analisis.
La desorcion de los pesticidas de las TD se llevo a cabo mediante la extraccion de los
analitos con una mezcla hexano-acetona (1:1) en un bafio de ultrasonidos durante 25
minutos. Este proceso resultdé ser eficaz para dicha desorcion. El analisis de los

extractos se llevé a cabo mediante la técnica CG-NPD.

La estabilidad de los pesticidas mencionados se evalu6 comparando los resultados
obtenidos a —20°C, -4°C 6 temperatura ambiente con los obtenidos en el analisis de las
muestras del primer dia de almacenamiento (t=0) utilizando el factor R y la

incertidumbre U de las medidas realizadas.

El factor R se calcula como el cociente entre la concentracion (X) de un determinado

analito a una temperatura y un tiempo determinados y la concentracion obtenida a t =0
(X (t=0))-

R= X/X(t =0)
La incertidumbre en cada punto U viene dada por la expresion:
U = (CV?+ CVZ;=p)"? . R/100

Donde CV es el coeficiente de variacion de las medidas realizadas

. T2 ambiente
0 _ 0 A0
Pesticida T°-20°C 4°C (20-25°C)
Clorpirifos 3 meses * 3 meses 2 meses
Atracina + de 2 meses + de 2 meses + de 2 meses

Tabla V1.2.- Estudio de estabilidad de los pesticidas.
* Maximo tiempo ensayado

Los resultados de este estudio se muestran en la tabla V1.2, donde se puede apreciar que
el clorpirifos fue estable durante mas de tres meses (maximo tiempo ensayado) a las
temperaturas de -4°C y —20°C mientras que a la temperatura ambiente fue estable sélo
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durante un periodo de dos meses. La atracina resulto ser estable en el soporte de las

diatomeas durante dos meses a todas las temperaturas ensayadas.

Las tierras de diatomeas fueron capaces de estabilizar a la atracina y clorpirifos durante
dos meses a temperatura ambiente. Las causas de inestabilidad, detectadas a
temperatura ambiente y en tiempos superiores a los dos meses no fueron establecidas ya

que no se analizaron los posibles productos de degradacion.

Como consecuencia de este estudio realizado se abren nuevas perspectivas a la

aplicacion de las tierras de diatomeas en la quimica analitica:

- La retencién de estos pesticidas en las tierras de diatomeas ofrece la posibilidad de
efectuar el muestreo directamente en campo, pudiendo ser usado como técnica

sencilla de almacenamiento y conservacion durante elevados periodos de tiempo.

- Cabe también la posibilidad de usar las tierras de diatomeas como soporte para
favorecer la estabilidad de algunos pesticidas (usando un sistema de retencion

directo de los analitos).

- Muy posiblemente, el sistema de retencion-extraccion de pesticidas en TD puede

emplearse como un nuevo método de preconcentracion y limpieza de muestras.

3. Evaluacion de la posible remediacion de agua del lixiviado y de espacios

contaminados

La busqueda de nuevos métodos de remediacion de aguas y espacios contaminados y
los resultados obtenidos de los estudios anteriores con las TD han contribuido a la
aplicacion de este material como substrato para remediar aguas lixiviadas tras un

proceso de regadio.

Con objeto de remediar estas aguas lixiviadas se llevo a cabo un estudio preliminar a fin
de determinar la movilidad de los pesticidas en distintos suelos durante el proceso de

regadio.

Para este estudio se dispuso de dos suelos, proporcionados por el departamento de

Quimica y Analisis Agricola, de la Escuela Técnica Superior de Ingenieros Agrénomos
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(Universidad Politécnica de Madrid). Las caracteristicas mas importantes de estos

suelos se muestran en la tablalV.3.

TablalV.3- Caracteristicas de suelos utilizados para el estudio de remediacion.

Pantoja El Molar
Arena (%) 57 92
Limo (%) 17 8
Arcilla (%) 26 0.3
pH 8 6

Las diferencias que presentan estos suelos en cuanto a sus contenidos y sus pH’s hacen
que se les pueda considerar representativos y adecuados para nuestros estudios de

remediacion.

La contaminacion de las aguas subterraneas se debe fundamentalmente, al porcentaje de
filtracion, adsorcion y degradacion a través del perfil del suelo y se puede evaluar por
diferentes métodos. El coeficiente de particion suelo-agua y los coeficientes de
adsorcion se usan para predecir la movilidad de los pesticidas en los suelos, éstos se han
determinado experimentalmente en laboratorios usando columnas rellenas de los suelos
objeto de estudio. No obstante, el transporte y la movilidad de los pesticidas en suelos
siguen siendo una incognita lo que pone de manifiesto la necesidad de proseguir la
investigacion en procesos que simulen la movilidad real de pesticidas en distintos tipos
de suelos de cuyos estudios se deduzca como evitar mas dafios respeto a la

contaminacion de aguas superficiales y subterraneas.

Por todo lo expuesto se ha disefiado un estudio experimental encaminado a mejorar los
conocimientos en esta area y determinar el comportamiento de atrazina, metil-paration y

clorpirifos en dos suelos con caracteristicas diferentes (Molar y Pantoja).
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Para llevar a cabo este estudio se prepararon una serie de macetas de (9 cm de altura)
con un contenido de 5009 de tierras Molar y Pantoja. Inicialmente tras saturar el suelo
con agua, se adiciond una disolucién que contenia 2ug de pesticidas (atrazina, metil-
paration y clorpirifos) por cada g de tierra. Posteriormente las tierras se regaron con
volimenes de 40mL de una disolucion de CaCl, (0.01%) cada dos dias durante los dos

meses que durd la experimentacion.

El liquido lixiviado al dia siguiente después de cada experiencia se colectd durante las
24 horas posteriores a cada riego y los pesticidas en dicho lixiviado se determinaron
mediante CG-NPD. Paralelamente se realiz6 un blanco con cada uno de los suelos

estudiados en las mismas condiciones.

Movilidad de los pesticidas
14 -
o 12 -
2 10 -
S 8- O Molar
5 2 | B Pantoja
S
0
C\(\(b \{\\O{\ .\S\\O%
\\‘b' > Q\\
? e o
R o
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Figura V1.4 .- Estudio de la movilidad de pesticidas en suelos.

La figura V1.4 muestra la cantidad de pesticida lixiviado tras el experimento con los dos
suelos tratados, Molar y Pantoja. Como puede apreciarse la atracina es el pesticida que
presenta una mayor movilidad en ambas tierras, mientras que el metil-paration y el
clorpirifos practicamente no se lixivian. Por esta razon se eligio la atracina para realizar

los estudios posteriores de tratamiento y limpieza de aguas lixiviadas tras el regadio.
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La baja lixiviacion experimentada por el clorpirifos y metil-paration en el suelo de
Pantoja puede deberse fundamentalmente a las caracteristicas del suelo, el cual contiene
un 26% de arcilla, y a las caracteristicas de los propios pesticidas como son la
solubilidad, la volatilidad y también el elevado coeficiente de adsorcion en suelo (Kq)

lo que produce su retencion en la tierra impidiendo la lixiviacion.

En general la movilidad en el suelo “Molar” es mas alta que en “Pantoja” para todos los
pesticidas estudiados lo que justificd su eleccion como suelo de estudio para la

remediacion.

La posibilidad de emplear la TD con fines de remediacion se llevo a cabo empleando
125g de suelo “Molar” colocados en pequefias macetas de 5 cm de altura (profundidad).
La eleccion de este tipo de macetas, cuyo disefio se puede ver en la figura V1.5 se debid
a la posibilidad de obtener volimenes grandes de lixiviado y a la posibilidad de

monitorizar muchas macetas en un tiempo relativamente corto.

5.5cm

<>
Maceta de suelo ﬁ 5cm

Buchner

Agua lixiviada

Figura V1.5.- Disefio del experimento de remediacion.

El experimento llevado a cabo se realizé de la misma manera que en el estudio anterior.
Se saturo la tierra con agua, luego se aplicd un volumen de 12.5ml de una disolucion de
20ppm del pesticida atracina (250 ng). Seguidamente se rego con volumenes de 12.5ml

de agua cada dos dias durante los 10 dias de experimentacion.

Los liquidos lixiviados recogidos durante las 24horas posteriores a cada riego, se
pasaron por un filtro que contenia las tierras diatomeas (0.5g) situadas éstas, en un
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embudo de filtracion (buchner) colocado justo debajo de cada maceta como indica la
figura V1.5. Finalmente se analizaron los pesticidas en los lixiviados, se realizaron tres

réplicas y tres blancos (sin filtracion a través de TD).

Como se desprende de la figura V1.6 en las dos primeras etapas la masa lixiviada de
pesticidas se reduce practicamente a la mitad cuando se emplean las tierras diatomeas
con respeto a la cantidad lixiviada en su ausencia mientras que en la tercera no existen

diferencias significativas entre ambos lixiviados.

El hecho de que en el tercer lixiviado no se haya retenido pesticidas en las diatomeas
podria atribuirse a un efecto competitivo entre los pesticidas y la materia organica. No
debemos olvidar que las TD pueden actuar como adsorbente de un elevado nimero de

compuestos.

hay que indicar que el espesor de la capa de TD es muy pequefio por lo que se podria
aumentar el % de pesticida retenido si se aumenta el espesor.

15 - @mSinTD
10 - B Con TD

masa lixiviada(ug

1 2 3

Lixiviados

Figura VI1.6.- Cantidad de pesticidas lixiviada en tres procesos llevados a cabo de
forma secuencial.

Estos hechos ponen de relieve que la utilizacion de este material en macetas con camara
de lecho filtrante es Gtil para disminuir posibles contaminaciones en invernaderos en
zonas de regadio o como solucion inicial de remediacion y limpieza de aguas que hayan

sido contaminadas con pesticidas de forma accidental, puesto que con filtros de TD
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debidamente situados se podria eliminar de manera sencilla y rapida mas de un 50% de

los contaminantes.

Estos resultados preliminares representan buenas perspectivas en el area de remediacion
de aguas y espacios contaminados e inducen a proponer nuevos ensayos y experimentos
maés detallados encaminados a resolver problemas analiticos de esta indole, dejando por

tanto, el tema abierto para una investigacion futura.
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DISCUSION INTEGRADORA

El trabajo realizado en la presente memoria constituye una de las lineas de nuestro
grupo de investigacion encaminada a la determinacion de pesticidas y otros
contaminantes de interés medioambiental, asi como a la posible remediacion de

espacios contaminados.
La finalioFad d% la presente memoria podria resumirse en dos grandes partes:

1.- El desarrollo de nuevos métodos de tratamiento de muestras de interés para la
determinacion de pesticidas de diferente naturaleza en muestras de alimentos y

medioambientales.

2.- El empleo y evaluacion de substratos naturales como adsorbentes de pesticidas para

su estabilizacién y posterior aplicacion a la remediacion de aguas contaminadas.

La primera parte del trabajo esté integrada por tres capitulos, en todos ellos se utilizé la
cromatografia de gases como técnica de separacion con distintos tipos de detectores en

funcién de la naturaleza de los analitos a determinar.

1.A.- En este capitulo se ha estudiado la cinética de degradacion natural de cinco

pesticidas, con diferentes propiedades quimicas y distinta naturaleza, en naranjas.

1.B.-En este capitulo se ha desarrollado un método rapido y sencillo de extraccion de

pesticidas en naranjas basado en el empleo de microondas.

1.C.- Este tercer capitulo conlleva el empleo de la técnica de microextraccién en fase

solida para la determinacidon de pesticidas en muestras de suelos contaminados.

En la segunda parte de la memoria integrada también por tres capitulos, se ha utilizado
las tierras diatomeas con distintas finalidades: como adsorbentes y como estabilizantes

de pesticidas.

2.A.- Estudio de la capacidad de adsorcion de las tierras diatomeas de dos pesticidas de

distinta naturaleza y estructura.
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2.B.- Evaluacién de la eficiencia de las tierras diatomeas para remediar aguas

medioambientales contaminada con pesticidas de distinta naturaleza.

2.C.- En el tercer capitulo se ha llevado a cabo un estudio de la estabilidad de estos
contaminantes organicos en las tierras diatomeas, y se ha evaluado la capacidad de las
tierras diatomeas como substrato natural en la remediacion de aguas lixiviadas

contaminadas tras el regadio.

A continuacion se pasa a discutir y justificar brevemente la sistematica de cada uno de

los capitulos.
PARTE 1

Capitulo I. EI hecho de la elevada utilizacion de pesticidas en la agricultura y los
posibles efectos toxicos que pueden causar en el organismo ha originado que sean unos

de los contaminantes ambientales mas ampliamente estudiados.

Los pesticidas después de su aplicacion a un cultivo dado pueden experimentar procesos
de transformacion y de penetracion al interior de la fruta o vegetal, tanto de los posibles
productos de degradacion como del producto madre. En los paises mediterraneos el
consumo de frutas y verduras es muy elevado, destacando la naranja como fruta base en
la alimentacion, por ello existe un gran interés en evaluar la posible contaminacion de

esta fruta por parte de los pesticidas que se aplican en este tipo de agricultura.

Este estudio se ha centrado sobre dos familias de pesticidas triacinas y organofosforados
que han sido seleccionados por su elevado uso en tratamientos agricolas en nuestro Pais
y por poseer distintas propiedades desde el punto de vista de solubilidad, polaridad y
volatilidad, pudiendo de esta manera extrapolar los resultados obtenidos a otros

contaminantes con caracteristicas similares.

En este capitulo se ha llevado a cabo un estudio de la cinética de degradacion natural de
atracina y cuatro pesticidas organofosforados (metil-paration, cloropirifos, fenamifos y
metidation) y su posterior determinacién en naranjas con objeto de comprobar la

permanencia o no de dichos pesticidas en la fruta tanto en la cascara como en la pulpa.

El método empleado en la extraccion de dichos pesticidas y sus productos de

degradacion fue un método convencional que consistié en el empleo de un sistema de
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trituracion y posterior empleo de acetonitrilo como disolvente de extraccion. A pesar de
que los resultados obtenidos con la extraccion llevada a cabo fueron buenos y las
recuperaciones de todos los analitos fueran cuantitativas, el método de tratamiento de

muestra presentaba una serie de inconvenientes por requerir:

*

¢+ Un volumen de disolvente organico elevado (100mL).

++ Un tiempo de extraccion alto.

X/

¢+ Una manipulacion de la muestra y atencion del operador importante.

Todo esto nos indujo a buscar un nuevo metodo de extraccion que evitara los
inconvenientes mencionados, por lo que la investigacion se continud orientada hacia la
optimizacion de un nuevo método de preparacion de muestra basado en el empleo de

un horno de microondas.

Capitulo Il. Por lo general la extraccién de estos pesticidas de muestras complejas
implica el uso del Soxhlet o de ultrasonidos. No obstante el tiempo requerido para
obtener una buena eficiencia del proceso es largo y el volumen de disolventes organicos

es por lo general bastante elevado.

En este capitulo de la memoria se ha evaluado un nuevo método de extraccion que
disminuye el tiempo requerido en la extraccion, empleando pequefios volimenes de
disolvente orgéanico y proporciona recuperaciones similares a los de los métodos

establecidos de extraccion de contaminantes organicos en muestras solidas.

Con este fin se optimizaron los diferentes parametros que afectan a la eficiencia del
proceso de extraccion de estos pesticidas en naranjas, usando un horno de microondas,
como son: el tiempo y la temperatura de extraccion, volumen y la naturaleza (de distinta

polaridad) de los de disolventes extractantes y la cantidad de la muestra.

Cabe destacar que cuando los enlaces analito-matriz son muy fuertes la extraccion
asistida por microondaas es capaz de superar a otros técnicas de extraccién, ya que por
ejemplo la extraccion Soxhlet no alcanza la energia necesaria para la ruptura de enlaces
y la extraccion con fluidos supercriticos (SFE) es extremadamente dependiente de la
matriz de la muestra, con lo que las eficiencias de estas uUltimas extracciones son

inferiores a las de MAE.
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El uso de esta técnica de extraccion permite reducir tanto el tiempo de extraccion (20-30
minutos frente a 1.5-2 horas para extracciones convencionales) como el gasto de
disolvente (10-15 mL frente a ~ 100 ml), proporcionando recuperaciones cuantitativas,
sin la necesidad de realizar un “clean-up” de los extractos. Ademas, la manipulacion de
la muestra se disminuye drasticamente pudiéndose realizar extracciones simultaneas de

hasta 12 muestras con una atencion minima por parte del operador.

El procedimiento de optimizacion de las variables que afectan al proceso de extraccion
llevado a cabo mediante la utilizacion de disefios factoriales permitio optimizar los
diferentes parametros antes mencionados y ver la influencia tanto de los factores
principales como de las interacciones de primer y segundo orden sobre la respuesta del

sistema.

Capitulo I11. En la actualidad existe una verdadera preocupacion por los efectos nocivos
derivados de la utilizacidn de pesticidas en sectores como la agricultura lo que hace que
el control de los mismos tanto en las aguas como en los suelos y frutos donde se aplican
sea fundamental. Todo ello hace necesario el desarrollo de nuevas metodologias
analiticas que permitan la determinacion de pesticidas en muestras de suelos con niveles

de contaminacion de pesticidas muy bajos.

En este capitulo se ha propuesto un método para la determinacion de pesticidas de
distintas caracteristicas (atracina, metil-paration, cloropirifos, metidation vy
carbofenotion) en diferentes tipos de suelos usando la técnica de microextraccion en

fase solida.

La influencia de la mayoria de los factores que afectan la determinacion de estos
pesticidas durante todo el procedimiento de extraccién fue optimizada de forma répida
empleando el disefio factorial lo que permitid reducir el nimero de experimentos, con lo

que se pudieron determinar estos pesticidas en un minimo tiempo y gasto de extractante.

El procedimiento desarrollado es simple (la SPME se hace directamente en el extracto
obtenido por ultrasonidos sin previa limpieza), rapido (alrededor de 50min para toda la
preparacion de muestra comparada con 1.5-2 horas para los métodos convencionales)

utilizando una minima cantidad de disolvente.
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Los trabajos llevados a cabo en esta primera parte de la memoria ofrecen una serie de

aportaciones como son:

Desarrollo de nuevas técnicas de extraccion rapidas y eficaces, sencillas y que implican
el empleo de pequefios voliumenes de disolventes orgénicos. Los métodos propuestos
requieren, por lo general, un corto tiempo de atencion del operador. De esta manera se
resuelven los problemas inherentes a otras técnicas convencionales de extraccion, por lo
que con estos estudios se contribuye de forma clara a una quimica analitica limpia y

mas sencilla de tratamientos de muestra para la determinacién de compuestos organicos.
PARTE 2

Capitulos 1V, V y VI. La mayoria de los pesticidas aplicados en la agricultura bien sea
por adicion directa al suelo o sobre cultivos, pueden entrar como contaminantes en
aguas naturales bien por aplicacion directa o de forma indirecta por el drenaje de
superficies cultivadas. Un ejemplo tipico lo constituye el caso de los invernaderos cuyo
uso se ha extendido a la mayoria de los paises desarrollados y que generan aguas de
lixiviado contaminadas con los diferentes pesticidas usados para proteger el cultivo. La
contaminacion de suelos y aguas con pesticidas ha tenido lugar en numerosos paises, de
ahi se haya planteado la necesidad de desarrollar distintas alternativas de remediacién
rapidas y baratas para minimizar cualquier impacto contrario a nuestro medioambiente

en el futuro.

En este contexto, el desarrollo de un método de remediacion basado en el uso de un
material disponible y barato abre nuevas puertas a otras alternativas de reducir el riesgo

de contaminacion del medio ambiente.

En estos tres capitulos se evaluo la eficacia de las tierras diatomeas como un material
para la remediacion (adsorcién y estabilizacion) de aguas contaminadas con pesticidas
que han sido seleccionados por su elevado uso en tratamientos agricolas y por su

potencial presencia en aguas ambientales.

En primer lugar se evalué de forma cuantitativa la capacidad de adsorcion de los
mismos pesticidas estudiados a lo largo de esta memoria por las tierras diatomeas. Con
este fin se elaboraron las isotermas de adsorcion en sistemas de combinacion de dos

pesticidas con caracteristicas diferentes y se han optimizado las distintas variables que

215



Discusion Integradora

afectan a la retencion de dichos pesticidas en las tierras de diatomeas. En este sentido,
se evalud y se optimizo su posible uso como sistema de remediacion de tres muestras
diferentes de aguas contaminadas con los pesticidas objetos de estudio. Teniendo en
cuenta todo lo anteriormente expuesto acerca de la remediacion de aguas junto con los
resultados obtenidos respecto a la capacidad de adsorcion de atracina y varios
organofosforados por las tierras de diatomeas (capitulos IV y V), se puede proponer este
material para su utilizacion en estabilizacion de pesticidas y para la remediacion de

aguas lixiviadas tras el regadio.

La gran capacidad de adsorcién de los pesticidas en las diatomeas nos indujo a pensar
que si tuvieran una cinética lenta de liberacion podrian aplicarse inmovilizados en TD a
los suelos. Con este fin, se llevd a cabo un estudio de desorcion pero se comprobd que
su capacidad de liberacion o desorcion era minima. A pesar de la parte negativa que
implican estos resultados desde el punto de vista de que una liberacién lenta de
pesticidas hubiera permitido su aplicacion en la agricultura y constituido un gran avance
desde el punto de vista de disminuir el riesgo en su manipulacion y proporcionar un
gran ahorro econdémico, un aspecto positivo contemplando fue su posible utilizacién

como agentes estabilizantes de suelos y/o aguas.

Otro de los aspectos importantes derivados del trabajo realizado se ha basado en evaluar
la estabilidad de los pesticidas en las TD. Como es bien sabido numerosos pesticidas
son sumamente inestables por lo que, por lo general, se requiere llevar a cabo su analisis
rapido una vez obtenida la muestra. Numerosos autores proponen su conservacion a
— 20°C yl/o la liofilizacion de muestras. No obstante, estos aspectos también presentan

elevados riesgos de recuperacion de muestra o de pérdida de analitos en el proceso.

En esta linea, los resultados obtenidos sobre la estabilidad de pesticidas en diatomeas
han demostrado que este soporte constituye un medio muy adecuado de estabilizacion
de los mismos. Se ha comprobado su estabilidad durante el periodo de tiempo ensayado.
Este aspecto constituye un avance inicial en la puesta a punto de métodos sencillos de

estabilizacion de pesticidas y de su posible uso como sistema de muestreo en campo.
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CONCLUSIONES

Los resultados mas relevantes del trabajo que se presenta en esta memoria se pueden
resumir en las siguientes conclusiones, referidas a cada una de las partes principales del

trabajo.

1.- NUEVOS METODOS DE TRATAMIENTO DE MUESTRA PARA LA
DETERMINACION DE PESTICIDAS

> La degradacion de pesticidas en las muestras de agua y naranjas se
describié usando una curva de degradacién de primer orden, los tiempos de vida medio
de los pesticidas organofosforados en disolucion acuosa variaron de 14 a 30 dias, y en
naranjas de 2 a 4 dias, mientras que los de atracina fueron de 3 y 14 dias

respectivamente.

> Se establecieron los pasos de degradacion y se detectd la presencia de
productos de transformacion en las muestras de agua mediante la técnica de

cromatografia de gases con detector de espectrometria de masas.

> Se demostré que los pesticidas aplicados a la naranja no atraviesan la
cascara puesto que no se detectaron estos contaminantes en la pulpa. Este hecho
demuestra que la cascara actia de filtro protector de los residuos de pesticidas que se

aplican en la agricultura.

> Del estudio de extraccion de pesticidas en naranjas utilizando la técnica
de MAE se concluye que los cinco pesticidas ensayados pueden ser extraidos de forma
eficiente en 1 0 2 g de cascara de naranja con 10 ml de una mezcla hexano: acetona

(1:1) a 90 °C durante 9 minutos a la mitad de potencia de microondas.

> Las recuperaciones obtenidas en todos los casos fueron superiores al
93% con una desviacion estadndar relativa de 1-3%. Todo ello demostré que la
extraccion asistida por microondas es eficaz y adecuada para la extraccion de pesticidas

en muestras complejas como es el caso de naranjas.
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> La técnica de MAE, por tanto, se presenta como una alternativa a las
técnicas clasicas, reemplazando asi a los métodos tradicionales de extraccién los cuales
presenta mayor manipulacién de muestra, mas gasto de disolventes organicos y mayor

tiempo consumido en el proceso.

> Se ha desarrollado un método rapido y simultaneo para la determinacion
de diferentes pesticidas (atracina, metil-paration, clorpirifos, metidation y
carbofenotion) en suelos basado en una extraccién previa con metanol en ultrasonidos y

la subsequente microextraccion en fase sélida de los analitos de la muestra.

> Se demuestra que el disefio factorial permite la optimizacion del proceso

con un minimo nimero de ensayos realizados.

> La recuperacion e la determinacion final de pesticidas en suelos
empleando la SPME fue del 72 al 92% excepto para atracina, y con una desviacion

estandar relativa inferior al 14% en todos los casos.

> El método de SPME desarrollado, ha conseguido reducir el tiempo de
extraccion a 30 minutos tiempo que contrasta con las 2 horas empleadas en el caso de
las extracciones convencionales de pesticidas en suelos. Por otra parte se requiere una
menor manipulacion de la muestra sin necesidad de aplicar ningun tipo de “clean up”
adicional, por ultimo el bajo consumo de disolventes le capacita ser como un método

alternativo de rutina en la preparacion de muestras para la determinacion de pesticidas.

2.- EMPLEO DE LAS TIERRAS DIATOMEAS PARA LA ESTABILIZACION
DE PESTICIDAS Y LIMPIEZA DE AGUAS CONTAMINADAS:

> Mediante la aplicacion de isotermas de adsorcion se demostré la
existencia de efectos competitivos de adsorcion de la atracina y el cloropirifos por las
tierras diatomeas. La retencion de atracina se reduce en presencia de cloropirifos, el
cual mostro una fuerte capacidad de adsorcion en un intervalo de concentracién de 0,1-
10 mg/L .

> El proceso de adsorcion de los cinco pesticidas en aguas de rio y de

depuradura tratada y no tratada demostro ser rapido, con una eficacia de retencién en las
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TD de mas del 80%. La adsorcidn tiene lugar en los cinco primeros minutos de contacto
para los cuatro organofosforados, mientras que para la atracina fue de 60% en los cinco

primeros minutos y de un 80% pasados 50 minutos.

> Los procesos de adsorcion de los pesticidas mencionados en TD no son
completamente reversibles, y la adsorcion depende de las propiedades fisico quimicas

de los contaminantes.

> El empleo de las tierras diatomeas se presenta como un sistema
prometedor para remediar aguas medioambientales contaminadas con atracina y cuatro

pesticidas oranofosforados (metil-paration, clorpirifos, fenamifos y metidation).

> La desorcion de pesticidas se realizé simulando un caso real empleando
una disolucién de CaCl, (0,01%) y agitando magnéticamente durante 24 horas, el
proceso demostré tener lugar en muy baja extension, ya que s6lo un 2.4% de
cloropirifos y un 0.07% de atracina son desorbidos de la TD. Todo ello demuestra el

elevado poder estabilizante de las tierras diatomeas sobre estos compuestos.

> Como consecuencia de la no desorcion/desorcion lenta, se realizo un
estudio de la posible estabilidad de los pesticidas en TD a tres temperaturas distintas (-
20°C, -4°C y temperatura ambiente 20-25°C) durante un maximo de dos meses. La
atracina fue estable en el substrato durante los dos meses estudiados a todas las
temperaturas mientras que el cloropirifos fue estable en el maximo tiempo estudiado a -

20 °Cy - 4 °C y s6lo cuatro semanas a temperatura ambiente.

> Finalmente, se demuestra la capacidad de este material como soporte
para remediar las aguas lixiviadas de regadio y asi proteger las aguas subterraneas en

caso de contaminacion de suelos con dichos pesticidas.
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ANEXO |.-GLOSARIO DE TERMINOS

ACE: Acetilcolimesterasa.

APCI: lonizacion quimica a presion atmosfeérica.
API:  lonizacion a presion atmosférica.
ASPEC: Sistema SPE automatizado.

CAR: Carboxen.

CW:  Carbowax.

DAD: Detector de fotodiodos integrados.
DVB: Divinilbenceno.

ECD: Detector de captura electronica.

El: Impacto electronico.

EPA: Agencia de Proteccién Medioambiental.
ESP:  Aerosol eléctrico.

F: Fluorescencia.

FAO: Organizacion para la Alimentacion y la Agricultura.
FBC: Factor de bioconcentracion.

FTD: Detector termoidnico de llama.

GC:. Cromatografia de gases.

HPLC: Cromatografia liquida de alta eficacia.
ISP:  Aerosol idnico.

Ko:  Coeficiente de particion suelo-agua.
Kow:  Coeficiente de particion octanol-agua
Ks: Coeficiente de Freundlish

LC:  Cromatografia liquida.

LLE: Extraccion liquido-liquido.

LMR: Limites maximos de residuos.

MAE: Extraccion asistida por microondas.
MS:  Espectrometria de masas.

NCI: lonizacion quimica negativa.

NPD: Detector nitrégeno-fosforo.

OMS: Organizacién Mundial de la Salud.

PA:  Fibra con fase estacionaria de poliacrilato.
PDMS: Polidimetilsiloxano.

PAH: Hidrocarburos poliaromaticos.

PB- Haz de particulas.

PCB: Befenilos policlorados.
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PCIC: lonizacién quimica positiva

P, Presion de vapor.

PTV: Inyector con temperatura programada para grandes volimenes.

RPLC: Cromatografia liquida en fase inversa.

RSD: Desviacion tipica relativa.

S: Solubilidad en agua.

SFE:  Extraccion con fluido supercritico.

SPE: Extraccion en fase sélida.

SPME: Micro-extraccion en fase solida.

TD:  Tierras de diatomeas.

US EPA: Environmental Protection Agency de los Estados Unidos.
UV: Ultravioleta

VOC: Compuestos organicos volatiles.
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OPTIMIZACION DE LA EXTRACCION DE ATRACINA Y OTROS
PESTICIDAS ORGANOFOSFORADOS DE LAS NARANJAS USANDO UN
HORNO DE MICROONDAS

A. BOUAID, A. MARTIN-ESTEBAN, P. FERNANDEZ Y C. CAMARA

Departamento de Quimica Analitica. Facultad de Ciencias Quimicas. Universidad
Complutense de Madrid. 28040. Spain.

Estudios previos (1-5) han demostrado que el uso de hornos de microondas para la
extraccion de pesticidas o contaminantes organicos en general de matrices ambientales

reduce el tiempo, el volumen de la extraccién, y la contaminacion de las muestras

En el presente estudio se desarrolla un método para la extraccion y analisis de 5
pesticidas ( Atrazina, Metil-Paration, Cloropirifos, Fenamifos y Metidation ) en naranjas
usando un horno de microondas. El andlisis se lleva a cabo mediante cromatografia de

gases con un detector selectivo nitrogeno-fosforo (NPD).

Se realiza una optimizacion de los parametros fisicos y quimicos ( Temperatura, tiempo,
cantidad de muestra, naturaleza y volumen del disolvente ) que influyen en la extraccion

de dichos pesticidas empleando un horno de microondas.

Han sido seleccionados los diferentes factores que afectan a la extraccion de estos
pesticidas como el tiempo, temperatura, volumen de disolventes extractantes y la
cantidad de la muestra. Ademas se estudio la extraccion con disolventes de diferentes
polaridades. EI método desarrollado requiere sélo unos minutos de extraccion para

obtener recuperaciones entre 92.4 y 100.7 para todos los pesticidas.

La optimizacion de estos factores se lleva a cabo mediante la utilizacién de programas

de disefios experimentales.
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