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RESUMEN

En los dltimos afios en Colombia el uso de plaguicidas en la agricultura ha
aumentado considerablemente, estos pueden llegar a contaminar aguas
superficiales y subterraneas lo cual es un riesgo para la salud humana tanto
por exposicion directa como a través de residuos en productos de consumo
como agua y alimentos.

El rio Cauca es uno de los rios mas importantes de Colombia, en su recorrido
por el departamento del Valle del Cauca region eminentemente agricola, con
mas de 200.000 hectareas sembradas de cafia, se prevé la presencia de
cantidades significativas de plaguicidas en sus aguas, sedimentos y biota como
consecuencia de la escorrentia de los cultivos.

Este trabajo permiti6 estandarizar el método cromatografico para la
identificacion y cuantificacion de plaguicidas pertenecientes a diferentes tipos
de estructuras: triazinas (simazina, atrazina), fenilurea (diuron), carbamato
(carbaril) y del grupo de las amidas (propanil), en aguas y sedimentos del rio
Cauca a lo largo del tramo comprendido entre Balsa (Cauca) y Anacaro (Valle
del Cauca). Dentro de la metodologia que se desarrolld, se realizd la
aplicacion de técnicas como la extraccion en fase solida (SPE) y ultrasonido.

Se analizé la presencia y distribucién de los plaguicidas en aguas (simazina,
atrazina, diuron, propanil y carbaril) y en los sedimentos (metomil, simazina,
atrazina, diuron, propanil y carbaril). El estudio comprendio las épocas seca y
de transicion. Los sedimentos fueron colectados en ocho estaciones de
muestreo, ubicadas a lo largo del rio, los plaguicidas de mayor frecuencia
encontrados fueron la simazina, atrazina y diuron.



1. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La contaminacién por residuos de plaguicidas constituye un problema actual de
enorme importancia debido a los dafos potenciales de estas sustancias sobre
el medio ambiente asi como en la salud humana. El riesgo que suponen los
plaguicidas implica la desaparicion de determinados seres vivos, alterando las
cadenas troficas y provocando desequilibrios biolégicos, ademas de los efectos
en la salud de los seres humanos por intoxicaciones cronicas y agudas.

El cultivo de la cafia de azucar (Saccharum officinarum L)est4 concentrado
fundamentalmente en el valle geogréfico del rio Cauca.Los agricultores, con el
fin de obtener cosechas mas satisfactorias, han aplicado diferentes plaguicidas
para lograr un control adecuado de plagas, lo que puede generar la
contaminacion de los ecosistemas por el escurrimiento de estos contaminantes
téxicos al rio Cauca que atraviesa toda esta region de tal manera que se
supone la presencia de cantidades significativas de plaguicidas, principalmente
de aquellos asociados con este tipo de cosechas, en aguas, biota y
sedimentos. En Colombia se han realizado diversos estudios de plaguicidas
organoclorados y 6rganofosfatados, sin embargo la cantidad de sustancias
téxicas emitidas por la agricultura es cada vez mayor y no se tienen suficientes
estudios de compuestos como la simazina, atrazina, diuron, carbaril, metomil y
propanil, por lo cual es importante el seguimiento y control de dichos
contaminantes.

Con base en las consideraciones anteriores, se hace necesario realizar la
caracterizacion, cuantificacion y distribucion de residuos de plaguicidas en
aguas y sedimentos del rio Cauca a lo largo del tramo comprendido entre Balsa
(Cauca) y Anacaro (Valle del Cauca), aplicando técnicas analiticas apropiadas
tales como la extraccion en fase solida (SPE), ultrasonido y cromatografia
liquida de alta resolucién (CLAR) con deteccion ultravioleta.

12



2. OBJETIVOS

2.10BJETIVO GENERAL

Establecer los sitios con mayor concentracion de plaguicidas de uso agricola,
en el tramo del rio Cauca comprendido entre La balsa (Cauca) y Anacaro (Valle
del Cauca) y poder determinar si existe 0 no contaminacion.

2.20BJETIVOS ESPECIFICOS

Optimizar el método para la extraccion de plaguicidas en aguas y sedimentos
por extraccion fase solida (SPE) y ultrasonido respectivamente.

Establecer las condiciones para realizar la extraccion de los plaguicidas
aestudiar en sedimentos que produzcan el 6ptimo rendimiento al evaluar
factores como: uso de solventes de diferentes polaridades, tiempo de
extraccion, porcentaje de recuperacion etc.

Estandarizar los parametros analiticos de la técnica cromatografica para la
determinacién simultdnea de seis plaguicidas pertenecientes a diferentes tipos
de estructuras quimicas: triazinas (simazina, atrazina), fenilurea (diuron),
carbamato (carbaril, metomil) y del grupo de las amidas (propanil) de uso
agricola en el Valle del Cauca.

13



3. FUNDAMENTO TEORICO Y ESTADO DEL ARTE

3.1 DESCRIPCION GENERAL DE PLAGUICIDAS

Los plaguicidas, incluyen una amplia variedad de productos muy diferentes en
su composicién y propiedades, se entiende por plaguicida o pesticida,
“cualquier sustancia destinada a prevenir, destruir, atraer, repeler o combatir
cualquier plaga, incluidas especies indeseadas de plantas o animales, durante
la produccion y/o almacenamiento, transporte, distribucién y elaboracién de
alimentos, productos agricolas o alimentos para animales, o que pueda
administrarse a los animales para combatir ectoparasitos”. El término incluye
las sustancias destinadas a utilizarse como reguladores del crecimiento de las
plantas, defoliantes, desecantes, agentes para reducir la densidad de la fruta o
inhibidores de la germinacion y las sustancias aplicadas a los cultivos antes o
después de la cosecha para proteger el producto contra su deterioro durante el
almacenamiento y transporte. El término no incluye normalmente los
fertilizantes, nutrientes de origen vegetal o animal, aditivos alimentarios ni
medicamentos para animales.!

El uso indiscriminado de plaguicidas se traduce en diversos y hasta
impredecibles problemas de salud en humanos y animales, en una acelerada
destruccibn de la fauna benéfica, desarrollo de resistencia en plagas,
resurgencia de plagas primarias y brote de plagas secundarias. La alta y
comprobada toxicidad de estos productos quimicos destruye organismos micro
y macroscopicos necesarios para el mantenimiento de la fertilidad natural de
los suelos, degradando el recurso, alterando el equilibrio natural de las plantas,
haciéndolas mas atractivas al ataque de plagas y enfermedades, contaminando
las aguas, el aire y los alimentos. Ademas de todas estas consecuencias
negativas, el productor se enfrenta a los elevados costos alcanzados por estos
productos, incidiendo de manera negativa en la relacién costo/beneficio y
afectando, por ende, los ingresos y calidad de vida del productor y su
familia.’La contaminacién del medio ambiente se produce principalmente por
aplicaciones directas en los cultivos agricolas, una vez en el suelo, los
plaguicidas pueden pasar a aguas superficiales y subterraneas por lixiviacion,
dependiendo de sus caracteristicas quimicas tales como solubilidad en agua,
capacidad de adsorcién sobre el suelo, capacidad de ionizacion, tipo de suelo

'Codex Alimentarius. Citado por HERNANDEZ BORGES, Javier. Nuevas metodologias de
andlisis de pesticidas por electroforesis capilar [Tesis de grado].Universidad de la Laguna.
2005. 3 p.

’NIVIA, Elsa. Mujeres y Plaguicidas,una mirada a la situacién actual,tendencias y riesgos de los
plaguicidas. Estudio de caso en Palmira, Colombia. En: Boletin, RAPALMIRA, ECOFONDO,
PAN. Palmira, Colombia. Octubre, 2000. 15 p. ISBN: 958-33-1809-4.
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(contenido en arcillas, en materia organica, porosidad, etc.), asi como de las
caracteristicas topograficas o climaticas (temperatura o grado de precipitacion
acuosa, etc.)®

3.2 PROBLEMATICA AMBIENTAL GENERADA POR EL USO DE
PLAGUICIDAS

El rio Cauca es uno de los rios mas importantes de Colombia, presenta una
longitud total de 1350 km y una cuenca hidrogréfica aproximada de 63300 km?.
Nace en el sur del pais cerca del paramo de Sotara en el departamento del
Cauca y desemboca en el Brazo de Loba en el rio Magdalena en el
departamento de Bolivar, al norte del pais. El rio Cauca brinda grandes
beneficios a los departamentos que recorre, como son: Cauca, Valle del Cauca,
Quindio, Risaralda, Caldas, Antioquia, Cordoba, Sucre y Bolivar. Este es
aprovechado para mdultiples propésitos: generacién de energia, extraccion de
materiales, captacion de agua, pesca, recreacion, etc.

En el recorrido del rio Cauca a lo largo del pais se identifican claramente cuatro
zonas: Alto Cauca, Valle Alto, cafion del Cauca o Cauca Medio y Bajo Cauca.
La zona de interés del presente estudio corresponde al Valle Alto del rio
Cauca, en el tramo comprendido entre las estaciones de monitoreo La Balsa
(Cauca) y Anacaro (Valle del Cauca), con una longitud de 389 Km. Este tramo
del rio se encuentra bajo la jurisdiccion de la CVC. El rio en esta zona presenta
una temperatura media de 24°C, una altura sobre el nivel del mar que varia
entre 900 y 1000 m, su ancho y profundidad varian entre 80-150 m y 3.5-8.0 m
respectivamente,la precipitacion promedio anual es de aproximadamente
1000mm vy la humedad promedio mensual oscila entre 70 y 75% .

El rio Cauca en su recorrido por el Departamento del Valle del Cauca presenta
serios problemas de polucién. El Valle del Cauca, por ser una region
eminentemente agricola, con mas de 200.000 hectareas sembradas de cafia,
se espera la presencia de cantidades significativas de plaguicidas de uso
agricola como la simazina, atrazina, diuron, carbaril, metomil y propanil, en sus
aguas, sedimentos y biota como consecuencia de la escorrentia de los cultivos.
Otros problemas de contaminacion, mas visibles se encuentran asociados con
el uso inadecuado del suelo, el tratamiento primario o nulo de las descargas de
aguas de uso doméstico de los centros urbanos, entre los que se encuentra la

*HERNANDEZ. Op. cit., p. 10

*SCHUHMACHER, Marta;OCAMPO-DUQUE, William Andrés y NUNEZ Maria Eugenia.
Memoria cientifico-técnica del proyecto: “Modelo de evaluacion ambiental en rios que reciben
Altas cargas contaminantes” Ministerio de asuntos exteriores y de cooperacion. Espafia.2008.
p. 6-7.
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ciudad de Cali (ciudad de mas de dos millones de habitantes), los aportes de
aguas residuales de las industrias, la explotacion minera, los procesos de
deforestacion y la contaminacion por el inadecuado manejo de los residuos
sélidos procedentes de los municipios. Esto ha producido un deterioro creciente
y lamentable de la calidad del agua del rio. En consecuencia el analisis de sus
aguas es muy importante para asegurar y mantener la calidad necesaria para
que su utilizacién no represente ningln peligro para los seres vivos.’

Entre los potenciales contaminantes de este rio estan los plaguicidasde uso
agricola en el Valle del Cauca como los nombrados anteriormente, los cuales
presentan notables diferencias en sus solubilidades en medios acuosos y en
consecuencia, en los equilibrios de distribucion entre la disolucién y la materia
en suspension.Este comportamiento justifica el secuestro preferencial en
sedimentos de estos contaminantes. “Es conocido que los sedimentos actian
como sumideros intermedios y finales para muchos contaminantes y que
ademas, se producen removilizaciones, especialmente de sustancias organicas
y parte de los contaminantes pueden pasar a la porcion biotica del
ecosistema”.’

Por lo tanto, la importancia que los sedimentos entren en el disefio de
programas de control, radica en la localizacion de fuentes de contaminacion, en
el establecimiento de los incrementos producidos en las concentraciones
halladas en las proximidades de fuentes y de la evolucion de procesos
contaminantes acumulativos, etc.’

3.3 PLAGUICIDAS DE ESTUDIO

En la tabla 1, se muestran las principales propiedades fisico-quimicas de los
plaguicidas de estudio, la solubilidad en agua, presion de vapor (Pv), el
coeficiente de reparto octanol-agua (Kow) y el coeficiente de adsorcion (Koc),
donde un elevado Koc indica que el plaguicida va a ser retenido por el suelo,
mientras que si la solubilidad, es alta, el compuesto podra ser transportado a
otros sistemas inmerso en la disolucion acuosa (lixiviacion de plaguicidas), la
Pv indica su tendencia a ser volatiizado y el Kow su potencial de
bioacumulacion.®

S .
Ibid., p. 8

°PINO ESTEVEZ, Verdnica. Extraccién y preconcentracion micelar. Aplicacién a la
determinacion de hidrocarburos aromaticos policiclicos en muestras de interés
medioambiental[Tesis de doctorado]. Universidad de la Laguna. 2002.7-8 p.

T s

Ibid., p. 9

8GOMEZ DE BARREDA FERRAZ, Op. cit., p.13-14
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Tabla 1. Propiedades fisicas y quimicas de los plaguicidas de estudio®

Peso .
Plaguicida Estructura Molecular So(lrunb|/lll_d)ad (rrljl\:/’a) tg\?\, Koc
(g/mol) 9
cl M JCH.
\H/YNHCH CH,
. 33 0.04
N N
Atrazina \% 215,7 (2200)  (200c) 234 108
NHCH(CH,),
cl M NHCH,CH,
T\Y :
o 5 810"
N N
Simazina \( 201,70 (20 °C) (20 °C) 196 130
MNHCH,CH,
0
0—5—[\1(‘;'*6
. 40 5,3 1.59-
Carbaril “ 201.22 aoc)  (25°0) 23 300
@ ﬁ
Cl NHC-CHzCHz
. 225 12
Propanil 218,08 (25 °C) (60 °C) 2,29 149
cl
0O
cl NHE-N(CH2)s
Diuron 42 041 480
/ 233,10 (25 °C) (50°C)
0
. H:S i CH. 162,21 57900 6,65
M I SC=N-0-C-N7"Ms - 72
etomi cH, / S (25°C)  (25°C)

3.3.1 Triazinas

La familia de las triazinas representa un grupo de herbicidas ampliamente
utilizados en diferentes cultivos (cafia de azucar, maiz, sorgo, trigo y varios
tipos de pasturas). Las triazinas son compuestos relativamente maoviles que
pueden tener efectos nocivos sobre los ecosistemas acuaticos, ingresando a
los mismos principalmente por escurrimiento de aguas pluviales provenientes
de areas cultivadas tratadas. Dicha presencia esta influenciada por factores
como la naturaleza del material sedimentario, el crecimiento de macrofitas y la

*GOMEZ DE BARREDA FERRAZ, Op. cit., p.13.
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actividad microbiana, por lo cual las triazinas, estan sujetas a degradacion
biolégica, quimica y fotoquimica. Son resistentes al ataque microbiano debido a
su estructura de anillo que presentan tales compuestos, por lo tanto esto indica
una menor importancia a los mecanismos biolégicos frente a los quimicos.* En
la tabla 1,se presentan propiedades fisicoquimicas de las triazinas a estudiar
(atrazina y simazina).

3.3.1.1 Atrazina

La atrazina, es un herbicida selectivo que tiene como mecanismo de accion la
inhibicion del fotosistema | en el proceso fotosintético en plantas sensibles.
Este herbicida tiene actividad tanto en el suelo como via foliar.’* Esta
clasificado como peligroso para el medio ambiente y muy téxico para los
organismos acuaticos, no obstante para las aves el nivel de toxicidad es
bastante escaso.

3.3.1.2 Simazina

La simazina, al igual que la atrazina, controla gramineas y latifoliadas en
cultivos de maiz, alfalfa, cafia de azlcar, manzanos, citricos, pino y eucalyptus,
entre otros. Es de accién sistémica y residual, se absorbe a través del sistema
radicular, no teniendo efecto alguno sobre la semilla. Actda impidiendo la
asimilacién de CO, y la reaccion de Hill interfiriendo la funcion clorofilica.*?

3.3.2 Carbamatos

Este grupo presenta un gran interés en el campo de los plaguicidas por su gran
actividad biolégica. Los carbamatos son inhibidores de la acetilcolinesterasa,
enzima responsable de la inactivacibn del neurotransmisor acetilcolina
alterando por consiguiente la transmisién del impulso nervioso.*® Todos estos
productos derivan del acido carbamico, de formula HO-CO-NH,. Se pueden
distinguir tres grandes familias de compuestos: los aril-Ncarbamatos, los

1 BERNAL-GONZALEZ,Marisela y DURAN-DE-BAZUA Carmen. Degradacion de triazinas y
carbamatos en agua superficial. XXXI Congreso Interamericano Aidis Santiago — Chile, Octubre
de 2008.

! FUENTES, Celia. Comportamiento y destino ambiental de la atrazina en el suelo: deteccion
por HPLC y 4C de las concentraciones ambientales bajo condiciones controladas y de campo
en Saldafia —Tolima. En: Agronomia Colombiana, 2003. Vol. 21 (1-2).p29-48

?’GOMEZ DE BARREDA FERRAZ,Diego.Comportamiento de herbicidas residuales en suelos.
Posible contaminacién de acuiferos. [Tesis de doctorado]. Universidad Politécnica de
Valencia, 1999. p.6

BERNAL-GONZALEZ. Op. cit., p.6-10
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carbamatos heterociclicos y las oximas. En la tabla 1, se presentan
propiedades fisicoquimicas de los carbamatos a estudiar (carbaril y metomil).

3.3.2.1Carbaril

Elcarbaril, aril-N-metilcarbamato,es un insecticida extensivamente usado en la
agricultura para las proteccion de la cosechas, este compuesto es menos
persistente que los plaguicidasérganoclorados. Los métodos para el analisis de
carbaril por cromatografia de gases (CG) han demostrado ser problematicos
debido a su polaridad y caracteristicas termolabiles.

3.3.2.2Metomil

El metomil, S-metil-N-(metilcarbamoiloxi)tioacetimidato, es un insecticida de
alta toxicidad para peces, aves, abejas y crustdceos. Presenta una alta
movilidad en el suelo, en Colombia es usado para la proteccién de los cultivos
de frutas, flores y vegetales.

3.3.3 Diuron

El diuron (tabla 1), es un herbicida que pertenece a la familia del fenilamida y
subclase de fenilurea. Se ha usado en diferentes productos agricolas como la
alfafa, algodon soja, cacao, banano, café, cafa de azucar, etc. También se ha
usado en las areas de no-cosecha como los caminos.Es estable a la oxidacion
y a la humedad en condiciones normales, en medio neutro y a temperatura
ambiente, pero se hidroliza a altas temperaturas, asi como en medios acidos y
basicos. Es poco absorbido por el sistema foliar de las plantas. Su accion
preferente es residual, por lo que también se absorbe por las raices. El diuron
debido a su alta persistencia puede encontrarse en muchos ambientes como
aguas, suelos y sedimentos.™

3.3.4 Propanil
El propanil (tabla 1), pertenece al grupo de las amidas y se aplica

principalmente al control de malas hierbas en cultivos de arroz. Este herbicida
tiene una larga actividad residual en suelos y aguas, permaneciendo en ellos

1BISWAS, Ashim. et al.A simple assay for analyzing residues of carbaryl insecticide in buffalo
meat by liquid chromatography—photodiode array detection.En: Journal of Chromatography A,
febrero 2010. p. 75-81.

HIDALGO, Carmen. Simplificacién del tratamiento de muestra en el andlisis de residuos de
herbicidas en aguas mediante aplicacién de las técnicas cromatogréficas acopladas LC-LC y
SPE-LC. [Tesis de doctorado].Universidad de Jaume .1999. p. 155
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durante meses, cuando la actividad microbiana es escasa. Estudios
toxicologicos demuestran el serio dafio que causa este herbicida a los sistemas
acuaticos y en definitiva, a la cadena alimenticia, cuando éste pasa a las
aguas, de ahi que sea de vital importancia su anélisis y determinacion.*®

3.4 METODOS DE ANALISIS DE PLAGUICIDAS

Actualmente existen diferentes métodos de andlisis que permiten identificar y
determinar la concentracién de plaguicidas en muestras acuosas y sedimentos.
En el desarrollo de estos métodos se deben tener en cuenta dos factores
principalmente, por un lado, debido a que las muestras medioambientales son
muy complejas, los métodos se basan mayoritariamente en el uso de técnicas
de separacion, basicamente cromatograficas, con las que se lleva a cabo la
separaciéon de los diferentes compuestos; por otro lado, como las
concentraciones a las que se encuentran presentes estos compuestos en las
muestras medioambientales son muy bajas, se precisan sistemas de deteccion
muy sensibles para su cuantificacion, o bien se utiliza una etapa de
preconcentracion que permita alcanzar los limites de deteccidn necesarios
previa a la separacion y deteccién.’

Entre las técnicas cromatograficas mas utilizadas en la actualidad se pueden
mencionar principalmente la cromatografia de gases (CG) ampliamente
empleada para el analisis multi-residual de plaguicidas, sin embargo, el analisis
de compuestos de alto peso molecular, altamente polares o térmicamente
labiles presenta grandes dificultades o es practicamente imposible de realizar
mediante CG. “Este hecho ha provocado que la cromatografia liquida de alta
resolucion (CLAR) haya ido ganando terreno en el andlisis de este tipo de
compuestos, existen otras técnicas cromatogréaficas de uso minoritario como la
cromatografia de fluidos supercriticos (CFS) y la cromatografia de capa fina
(CCF). Entre las técnicas no cromatogréaficas que también se han aplicado al

analisis medioambiental se pueden mencionar la electroforesis capilar (EC)".*®

Los plaguicidas suelen estar presentes en el agua a niveles traza por lo que
generalmente no es posible determinar su concentracion mediante una medida

*MURNOZ DE LA PENAA. MAHEDERO M. C. and BAUTISTA-SANCHEZ, A.Monitoring of
phenylurea and propanil herbicides in river water by solid-phase-extraction high performance
liquid chromatography with photoinduced-fluorimetric detection.En: Talanta. 2003. vol. 60, p.
279- 285.

YPENALVER, Alejandra. Aplicacion de la microextraccion en fase sélida al andlisis
medioambiental [Tesis de doctorado]. Universidad Rovira | Virgili. 2002. 7 p.

Bibid., p. 8
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instrumental directa y se hace necesario utlizar alguna técnica de
preconcentracion como etapa previa a la determinacion de estos compuestos.

Las técnicas de pretratamiento de muestra mas utilizadas son la extracciéon en
fase solida (SPE), la microextraccion en fase sélida (SPME) y la extraccion
liquido-liquido (LLE) esta ultima cada vez menos aunque actualmente se estan
utiizando en mayor numero técnicas como la extraccion asistida por
microondas o la extraccion con fluidos supercriticos.

3.4.1 Método de extraccion de los plaguicidas de estudio en aguas
3.4.1.2 Extraccion en fase solida (SPE)

La SPE se realiza forzando el paso de los analitos disueltos en una matriz
liquida a través de un soporte solido de naturaleza extractante, donde los
analitos quedan retenidos para posteriormente ser eluidos con una minima
cantidad de disolvente organico. En este proceso se ven implicados
mecanismos de absorcion, reparto y desorcién. La eleccion de la fase sélida
depende de la polaridad de los plaguicidas y del tipo de matriz utilizada. Hoy en
dia estan disponibles muchos tipos de materiales como fases, lo que puede
originar diferente selectividad cuando se aplica a la extraccion de
contaminantes.™®

Las fases estacionarias de SPE se pueden utilizar con diferentes fines, por un
lado pueden utilizarse como un filtro quimico para la purificacion de una
muestra, reteniendo los analitos y dejando pasar el resto de los componentes
de la matriz, o bien, reteniendo dichos componentes y dejando pasar a los
analitos. Por otro lado pueden utilizarse como técnica de preconcentracion o de
enriquecimiento de trazas, lo que la convierte en una poderosa herramienta
sobre todo cuando la concentracién de los analitos en la muestra esta por
debajo del limite de deteccion de la técnica, también se utilizan para el
fraccionamiento de la muestra en diferentes compuestos o0 grupos de
compuestos (eluyendo cada fraccidon con una fase liquida distinta), asi como
intercambiadores de disolvente de la muestra (el analito es retenido y el
disolvente de elucion puede ser distinto al disolvente de la muestra) lo que
puede resultar de gran utilidad como paso previo a muchas técnicas de
separaciéon. También permite el almacenamiento de analitos que sean
inestables en medio liquido o que tengan una elevada volatilidad, asi como

GARCIA, A. Analisis de residuos de contaminantes organicos en alimentos por técnicas
cromatograficas. 2008. Universidad de Valencia. p.41-43
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llevar a cabo reacciones de derivatizacién entre grupos reactivos del analito y
los grupos de la superficie del adsorbente.®

La extraccion en fase solida (SPE) es ampliamente utilizada para las muestras
de aguas debido a que precisa de menores cantidades de disolventes
organicos, generalmente toxicos, los tiempos necesarios para realizar la
extraccién son menores y la manipulacion de la muestra es también menor. A
pesar de las ventajas inherentes de la SPE sobre la LLE, es necesario destacar
que aunque la cantidad de disolventes organicos utilizados en SPE es mucho
menor, todavia se utilizanvolumenes relativamente grandes. Es importante
pues buscar técnicas alternativas en las que el uso de disolventes organicos
sea todavia menor, como es el caso de la SPME.*

Existen diversas publicaciones referentes a la determinacion de plaguicidas
(simazina, atrazina, diuron, metomil, propanil y carbaril) utilizando CLARy SPE
entre las que pueden destacarse las siguientes:

Pinto y Jardim,??emplearon cartuchos Cig para la extraccion de plaguicidas en
aguas, entre los que se encontraban atrazina y simazina, la determinacion se
realizd6 mediante CLAR con deteccion ultravioleta. Las recuperaciones
obtenidas fueron en todos los casos superiores al 75 %, con limites de
deteccion entre 6.2y 9.3 ug/L.

Ruberu, Draper y Perera,?*determinaron plaguicidas derivados de la fenilurea
entre los que se encontraba el diurdn, se extrajo mediante SPE, utilizando tanto
discos Empore C18 de 47mm como una precolumna de concentracion. Los
herbicidas se separaron en una columna en fase reversa con un gradiente de
acetonitrilo-agua y se detectaron mediante DAD y detector de fluorescencia,
tras fotolisis postcolumna y derivatizacion de los plaguicidas. Para muestras de
agua del rio Colorado fortificadas en un rango de concentracién de 1 a 50
mg/L, obtuvieron recuperaciones entre 74-104 %.

2 Ibid., p. 12
! pENALVER. Op. cit., p. 4
*’PINTO, Glaucia Maria F. y JARDIM, Isabel Cristina S.F. Use of solid-phase extraction and

high-performance liquid chromatography for the determination of triazine residues in water:
validation of the method. En: Journal of Chromatography A, 2000. Vol. 869, p. 463—-469

23 RUBERU, S.R., DRAPER, W.M. y PERERA, S.K. J. En: Agric. Food Chem. 2000. 48, 4109.
Citado por GOMEZ PACHECO,Maria del Mar. Determinacion de plaguicidas en aguas
mediante tratamiento quimiométrico de sefiales analiticas. En: Revista digital “Investigacion y
Educacion”, 2005. Vol.3, no. 20, p. 25. ISSN 1696-7208.
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Zhou, Xie y Pang,®* describieron un nuevo método para la determinacién de
atrazina en muestras de aguas por microextraccion en fase liquida dispersiva
en combinacion con cromatografia liquida de alta eficacia (CLAR). Los posibles
pardmetros de impacto como el pH de la muestra, los solventes dispersores, el
efecto salting-out, y tiempo el extraccion fueron investigados. El método
propuesto demostrd ser una alternativa excelente para el andlisis rutinario de
atrazina en muestras medioambientales.

Trana, Hyne y Doble,®aplicaron diferentes técnicas de extraccién para la
preconcentracion de diez herbicidas entre los que se encuentran (2,4-D,
atrazina, bensulfuron-metil, clomazona, dicamba, diuron, MCPA, metolaclor,
simazina vy triclopir) en medio acuoso. La extraccion liquido-liquido se realizé
con diclorometano y la extraccion en fase solida (SPE) utilizando cartuchos
Oasis® HLB o SBD-XC Empore™ discos. Compararon la eficacia de la
extraccion de estos herbicidas en diferentes matrices, los herbicidas fueron
separados y cuantificados por CLAR con detector ultravioleta. La SPE
utilizando SDB-XC EmporeTM discos se aplico para determinar los herbicidas
en el area de riego Murrumbidgee (NSW, Australia) durante dos semanas de
Octubre a Noviembre de 2005.

Fuentes,?®optimizaron y validaron un método analitico que incluyd extraccion,
limpieza, y determinacion cromatografica por CLAR los compuestos atrazina,
deetilatrazina y deisopropilatrazina en muestras de suelo bajo condiciones
controladas y de campo en Saldafia —TolimaLa deteccion se realiz6 con un
detector ultravioleta—visible a una longitud de onda de 218 nm, empleando una
columna RP-18 y fase movil acetonitrilo: agua, bajo gradiente.

Brondi y Lancas,?’ determinaron la presencia de residuos de plaguicidas
usados en los cultivos de cafia de azucar (tebutiuron, hexazinona, diuron, 2,4-D
y ametrina), en fuentes de agua. Los analitos se aislaron de la matriz de agua
a través de las siguientes técnicas: extraccion liquido-liquido (LLE); extraccion
fase soélida (SPE); extraccion por fluidos supercriticos (SFE). El analisis del
cromatografico se realizO por cromatografia liquida de alta resolucion con

#ZHOU, Qing Xiang; XIE, Guo Hong y PANG, Long.A Rapid determination of atrazine in
environmental water samples by a novel liquid phase microextraction. En: Chinese Chemical
Letters. 2008. Vol. 19, p. 89-91.

* TRAN, Anh. T.K; HYNE, Ross. V. y DOBLE, Philip. Determination of commonly used polar
herbicides in agricultural drainage waters in Australia by HPLC. En: Chemosphere. 2007.
Vol. 67, p. 944-953.

*FUENTES. Op. cit., p. 29-48.

*’BRONDI S. H. G.; LANCAS F.M. Development and validation of a multi-residue analytical
methodology to determine the presence of selected pesticides in water through liquid
chromatography.En: J. Braz. Chem. Soc. 2005. Vol.16, p. 3.
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detector ultravioleta y usando como la fase moévil acetonitrilo/agua. Entre las
tres técnicas de extraccion evaluadas, los mejores resultados se obtuvieron
con la extraccion liquido-liquido y extraccion en fase sdlida.

Ferrer, Hennion, y Barcelo,?® extrajeron triazinas y derivados de la fenilurea de
sedimentos y aguas naturales, usando una columna inmunoadsorbente. Para la
determinacién se utiliz6 HPLC-MS con ionizacién quimica en linea a presion
atmosfeérica. Los limites de deteccion variaron en el rango de 0.001-0.005 ug/L,
obteniéndose recuperaciones altas para todos los compuestos.

Melo, Collins y Jardim,*validaron un métodopara la determinacién
multirresiduo de seis plaguicidas en tomates (tebutiuron, diurén, simazina,
atrazina, ametrina y benomil). Utilizando extraccion en fase soélida con
diferentes materiales Cig y NH», hechos en el laboratorio, los resultados fueron
comparados con materiales comerciales similares. Realizaron la fortificacién en
tres niveles (100, 200, 1000 ug/L). El analisis cromatografico se realiz6 por
CLAR con detector ultravioleta. Los resultados muestran que los materiales de
NH, son mejores que los Cis y los materiales hechos en el laboratorio dan
resultados similares a los comerciales.

Por otro lado, Lee,* emplearon cartuchos Cig para la extraccién de trazas de
plaguicidas en sangre y orina humana, entre los que se encontraba el diurdn, la
determinacion se realizé6 mediante CG con deteccidn por ionizacion de llama.
Las recuperaciones obtenidas fueron en todos los casos superiores al 79 %,
con limites de deteccién entre 0.14-0.16 mg/mL

3.4.2 Meétodo de extraccion de los plaguicidas de estudio en sedimentos

3.4.2.1 Extraccion liquido-sélido (ultrasonido)

El empleo directo de disolventes para la extraccion de analitos de muestras
medioambientales es uno de los métodos de extraccion mas antiguos y usados
en quimica analitica, se pueden clasificar estos métodos en dos grupos:
aquellos que necesitan un aporte de calor (Soxhlet) y aquellos que no
necesitan calor (agitacién o sonicacion).®

2 FERRER, I., HENNION, M.C. AND BARCELO, D. En: Anal. Chem. 1997 vol. 69, p. 4508.
Citado por GOMEZ PACHECO, Op. cit., p. 27.

*MELO, Lucio F.C; COLLINS, Carol H. y JARDIM Isabel C.S.F. High-performance liquid
chromatographic determination of pesticides in tomatoes using laboratory-made NH, and Cig
solid-phase extraction materials.En: Journal of Chromatography A, 2005. vol.1073, p. 75-81
¥LEE, X., KUMAZAWA, T., TOMITA, Y., KITABAYASHI, K., HATTORI, H. y SATO, K., J.En:
Forensic Toxicol. 1995, vol.13, p. 232. Citado por Goémez Pacheco Op. cit., p. 26.

%1 ESTEVE, F. Preparacién de muestras para el andlisis de plaguicidas mediante microondas y

fluidos presurizados. [Tesis de doctoral]. Universidad de Valencia. 2007.p. 33-44.
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La extraccién por ultrasonidos o sonicacion, emplea ondas sonoras para
producir la agitacion de la muestra en el disolvente. Para ello, se puede
emplear tanto una sonda como un bafio generador de ultrasonidos, repitiendo
el proceso dos o tres veces mas. Una de las mayores aplicaciones de los
ultrasonidos es la extraccién, tanto de compuestos organicos como de
inorganicos de diversos tipos de muestras (suelos, sedimentos, muestras
biolégicas, etc.). La extraccidon asistida por ultrasonido se ha aplicado con
buenos resultados a la extraccion de muestras de sedimentos, proporcionando
un contacto mas eficaz entre el sedimento y el disolvente extractante,
traduciéndose en una mayor recuperacion de los analitos.

Los aparatos ultrasonicos comerciales mas comunes en laboratorios de
quimica son el bafio de limpieza por ultrasonidos y la sonda ultrasonica. El
bafio presenta las ventajas de ser la fuente de irradiacidbn econémicamente
mas asequible, al tiempo que asegura una sencilla distribucion de la energia en
el reactor que se coloque en el bafio. La sonda destaca por su mayor potencia,
y por el hecho de que ésta sea variable.*

La extraccion por ultrasonido se ha seleccionado para muestras de
sedimentos debido a que es un método sencillo y requiere cantidades
pequefias de disolventes organicos, reduciendo, por lo tanto, el riesgo para la
salud humana y el medio ambiente, lo que representa una ventaja en
comparacion con otros métodos tradicionales.

Existen diversas publicaciones referentes a la determinacién de los plaguicidas
gue se estudian en este trabajo, utilizando CLAR y ultrasonido, entre las que
pueden destacarse las siguientes:

Rezic, Horvat, y Babic,**optimizaron un método para la extracciéon de
plaguicidas por ultrasonido entre los que se encontraba la atrazina, la
optimizaciondel procedimiento de extraccion fue con respecto a la cantidad de
solvente, tiempo de sonicacién y ndmero extracciones. El extracto ultrasénico
lo compararon con dos metodos tradicionales Soxhlet y agitacion magnética.

¥CASTRO JIMENEZ, Javier. Determinacion, persistencia y distribucién de insecticidas de uso
agricola en el medio ambiente. [Tesis doctoral].Madrid, 2002.p19

*HERNANDEZ. Op. cit., p. 10

*Rezic, I; Horvat, A.J.M; Babic, S; Kastelan-Macan M. Determination of pesticides in honey by
ultrasonic solventextraction and thin-layer chromatography.En: Ultrasonics Sonochemistry.
2005. Vol.12, p.477-48129.
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Babic,* determino atrazina y simazina en muestras de miel, la extraccién de
los plaguicidas se llevd a cabo por ultrasonido con una solucion de
benceno:agua 1:1 v/v. La recuperacion de los plaguicidas en miel fue de 92.3
* 2.4 para la atrazina y 94.2 + 2.8 para el simazina, cuando se extrajeron tres
veces por 20minutos, usando 20mL de solvente.

Pan, Xiao-Xiao y Liang,*desarrollaron un método multi-residuos para la
determinacion de plaguicidas entre el que se encontraban el carbaril y
simazina. La optimizacion del procedimiento de extraccion para muestras de
vegetales fue respecto a la cantidad de solvente, tiempo de sonicacion vy el
namero extracciones. El extracto no necesito limpieza antes inyectar en equipo
(LC-MS-MS). El procedimiento propuesto permite la extraccion de seis residuos
de plaguicidas en un solo paso con 40 mL de acetato del etilo, 35 minutos de
sonicacion, proporcionando recuperaciones por encima del 83%.

Babic, Petrovic y Kastelan-Macan®’ Optimizaron un método para la extraccion
de plaguicidas por ultrasonido entre los que se encontraba la atrazina, la
optimizacién del procedimiento de extraccion fue con respecto a la cantidad de
solvente, tiempo de sonicacion y el ndmero extracciones. Por ultrasonido
obtuvieron recuperaciones para la atrazina de 103.56+2.8.Cuando se extrajo
una vez por 15minutos, usando 20mL de cetona. El extracto ultrasénico lo
compararon con dos métodos tradicionales Soxhlet y agitacion magnética.

3.6 ANALISIS ESTADISTICO

3.6.1 Disefio de experimentos

3.6.1.2 Disefios factoriales a dos niveles

Uno de los disefios experimentales mas utilizados para estudiar el efecto de
varios factores (variables de interés) sobre una respuesta (caracteristica
estudiada), son los disefios factoriales a dos niveles (valores que puede tomar

cada factor), también conocidos como disefios factoriales 2.

Estos disefios se caracterizan por plantear experimentos en todas las
combinaciones de valores de los factores, y como cada factor toma 2 valores

% BABIC, Sandra; PETROVIC, Mira; KASTELAN-MACAN, Marija. Ultrasonic solvent extraction
of pesticides from soil.En: Journal of Chromatography A, 1998. vol. 823 p. 3-9.
%_PAN, Jian; XIAO-XIAO, xia; LIANG, Juan. Analysis of pesticide multi-residues in leafy

vegetables by ultrasonic solvent extraction and liquid chromatography-tandem mass
spectrometry.En: Ultrasonics Sonochemistry. 2008. Vol.15 p.25-32

%" BABIC, Sandra; PETROVIC, Mira; KASTELAN-MACAN, Marija. Ultrasonic solvent extraction
of pesticides from soil.En: Journal of Chromatography A. 1998. vol. 823 p. 3-9.
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distintos, si el numero de factores es k, el nUmero total de experimentos a
realizar sera 2¥. Por ejemplo, un disefio factorial 2° (con 3 factores) requiere la
realizacién de 8 pruebas experimentales, que denominamos “experimentos” o
“corridas”.Los dos niveles de los factores se representan con los signos (-) y
(+), o con los valores -1 y +1 (o simplemente 1). Para los factores cuantitativos
el signo (-) representa al factor en su nivel bajo y el signo (+), en su nivel alto.
Para los factores cualitativos, la asignacion de los signos (-) y (+) a cada nivel
se realiza de forma arbitraria®®

La tabla con los niveles a experimentar en cada condicién experimental para
cada uno de los factores se denomina matriz del disefio. Por ejemplo, la
tabla 2, representa la matriz del disefio para un disefio factorial 2°. El orden en
gue aqui se presentan los experimentos es el orden habitual de presentacion y
se denomina orden estandar. Este orden es muy facil de recordar y de escribir,
ya que en el primer factor los signos aparecen alternados una vez cada uno
empezando por el signo (-). En el segundo factor los signos aparecen
alternados de 2 en 2, para el tercer factor de 4 en 4, para el cuarto de 8 en 8, y
asi sucesivamente.*

Tabla 2. Matriz de disefio, de un disefio factorial2®

N. de Tiempo Volumen Numero de
Experimento solvente  extracciones
1 -1 -1 -1
2 +1 -1 -1
3 -1 +1 -1
4 +1 +1 -1
5 -1 -1 +1
6 +1 -1 +1
7 -1 +1 +1
8 +1 +1 +1

Planteada la matriz de disefio, hay que realizar los experimentos para obtener
la respuesta en cada condicion experimental.

Una vez se tienen los valores de la respuesta, ya se puede cuantificar la
influencia de los factores sobre dicha respuesta. Esta cuantificacion se realiza a
través del célculo de los efectos, que pueden ser efectos principales o

*®Correa Espinal A. Ordenes de experimentacion en disefios factoriales. Universidad
Politécnica de Catalunya [Tesis Doctoral]. 2007. p 3-4
* |bid., p. 4-5
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interacciones, siendo de especial interés el valor de las interacciones de 2
factores.

En general para estudiar los efectos producidos por dos o mas factores, los
disefios factoriales son los mas eficientes. Por disefio factorial se entiende
aquel en el que se investigan todas las posibles combinaciones de los niveles
de los factores en cada ensayo completo o réplica del experimento. Por
ejemplo, si existen “a” niveles del factor A y “b’niveles del factor B, entonces
cada réplica del experimento contiene todas las “ab’combinaciones de los
tratamientos. El efecto de un factor se define como el cambio en la respuesta
producida por un cambio en el nivel del factor.El disefio de experimentos
proporciona el marco matematico para cambiar todos los factores
simultdneamente, y obtener la informacion buscada con un numero reducido de
experimentos, es decir, con la maxima eficiencia.*’

Un gréafico de efectosprincipales figura 1, muestra la influencia de cada uno de
los factores evaluados. En este tipo de grafica se representan una serie de
lineas que unen el nivel inferior y superior para cada uno de los factores
estudiados. La influencia de cada variable viene dada por la pendiente y la
longitud de su correspondiente linea. Una pendiente positiva implica un
aumento de la eficacia del proceso estudiado al pasar del nivel bajo al nivel
alto. Por el contrario, una pendiente de signo negativo implica que la eficiencia
del proceso se ve favorecida en el sentido inverso. En cuanto a la longitud, un
factor tiene mayor efecto en el proceso estudiado cuanto mayor sea la longitud
de la linea.*!

Figura 1. Gréfico de efectos de los factores.

B2

B1
Bl "
% ‘3 B2
P i
2 Bl 2 Bl
10| 10| B2
1 1 1 1
Al A2 Al A2
Factor A Factor A

“OFerré, J. El disefio factorial completo 2%, Grupo de Quimiometria y Cualimetria, Departamento
de Quimica Analitica y Quimica Organica, Universidad Rovira i Virgili. Tarragona.
http://www.quimica.urv.es/quimio.p 1-3.

“bid., p. 7-8
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3.6.2Diagramas de Pareto

Con el fin de visualizar cuales efectos tienen una mayor influencia sobre la
variable de respuesta (% de recuperacion), se grafica un diagrama de Pareto
estandarizado (efecto dividido sobre su error estandar), donde la linea vertical
muestra el limite de decision para considerar un factor significativo (basado en
el efecto estandarizado= efecto estimado/ error estandar, valor p=0.05 a un
nivel de confianza del 95%). Si el valor absoluto de la estimacion del efecto
estandarizado es mayor que el valor de t 42, entonces el efecto sera
estadisticamente significativo.*?

El estudio combinado de los diagramas de Pareto con los graficos de los
efectos principales y de interaccion, resulta muy importante para obtener la
informacion necesaria para saber qué factores y de qué modo influyen
significativamente el proceso de extraccién por ultrasonido.*®

3.6.3 Comparaciones no planeadas o a Posteriori
Paraaveriguar donde estan las diferencias significativas entre medias, se aplica

laprueba de TukeyHSD (Honest Significant Difference) en la cualse comparan
todas las medias entre si, tomandolas por pares.

4. METODOLOGIA

“2 Gutierrez Pulido H, Vara Salazar R. Analisis y disefio de experimentos. McGraw-Hill
Interamericana. 2004. Mexico. ISBN 970-10-4017-1
“bid., p. 230-232
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4.1 MATERIALES Y REACTIVOS

4.1.1 Reactivos y solventes.

Se emplearon los siguientes reactivos: metanol y acetonitrilo grado HPLC
marca J.T Baker, acetona, acetato de etilo, metanol, acetonitrilo, hexano,
Hidroxido de sodio, marca Merck

4.1.2 Material de referencia certificado.

En la Tabla 2,se reportan las especificaciones comerciales de los patrones de
referencia, empleados en este estudio.

Tabla 3. Especificaciones del material de referencia certificado

Sustancia CAS
Metomil: Qual Grade, Polyscience, Niles, IL 16752-77-5
Simazina: Qual Grade Polyscience Nilles, iL. 122-34-9
Atrazina: Qual Grade Polyscience Nilles, iL. 1912-24-9
Diurén: Qual Grade Polyscience Corp, Nilles, iL 330-54-1
Propanil: (Rogue), Qual Grade Polyscience Nilles, iL. 709-98-8
Carbaril: Chem Service, Pureza: 99,8 %, Lot: 418-13 C 63-25-2

4.1.3 Material de laboratorio.

Tabla 4.Material de laboratorio.

Equipos Marca
Rota evaporador Heidolph Laborota 4001
Espectrofotbmetro ultravioleta visible GENESYS™ 6
pH-metro InoLab WTW pH Level 1
Destilador Schott GENERATE
Desionizador E&Q
Plancha con agitador Fisher Scientific
Centrifugadora Hermle Labortechnik Z200A
Ultrasonido Branson MT-1510
Rotaevaporador Heidolph Laborota 4001
Balanza Metter AJ 150
Equipo de SPE Supelco visiprep DL cat N° 5-7044

Cartuchos RP-18 (40-63um) 500mg. Merck- LiChrolut

4.1.4 Programas para el tratamiento de datos.
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¢ Microsoft Office Excel 2007, para el tratamiento estadistico de datos y la
realizacién de gréficos.

e Software estadistico SPSS 17.0, para el tratamiento estadistico de
datos, el andlisis del disefio experimental 2° y la realizacién de gréficos.

4.2 ESTANDARIZACION DE LA METODOLOGIA DE ANALISIS DE
PLAGUICIDAS POR HPLC.

El andlisis cromatografico se realiz6 usando un cromatografo Agilent
Technologies 1100, que consta de una bomba cuaternaria Agilent Tecnologies
G1311A, un inyector manual Agilent Tecnologies Series 1100G1328A y un
detector UV-Vis G1314A, con unacolumna apolar Alltech C18; 3um x 4.0 x
150mm, (Figura 2).

Figura 2. Cromatografo liquido de alta eficiencia Agilent 1100 Series, utilizado
en este estudio.

4.2.1 Preparacion de las soluciones estandar.

Antes de proceder a la preparacion de las soluciones se realiz6 la calibracion
del material volumétrico.

Se prepararon soluciones individuales patron, pesando la cantidad necesaria
de cada plaguicida y disolviendo con acetonitrilo grado HPLC,obteniendo las
siguientes concentraciones: simazina 118 ppm, atrazina 100 ppm, carbaril 106
ppm, diuron 104 ppm, metomil 104 ppm, propanil 106 ppm.

Posteriormente se prepar6 una solucién stock mezcla de todos los plaguicidas

en las siguientes concentraciones: 10 ppm (metomil, diuron y propanil), 5ppm
(simazina, atrazina) y 2.5 ppm (carbaril), en acetonitrilo.
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Las disoluciones de trabajo se prepararon diariamente a las concentraciones
requeridas, por disolucion de pequefias alicuotas de solucion stock en fase
movil (45:55 ACN: agua)la determinacién de la composicién de fase movil se
describe en numeral 4.2.2.2.Todas las disoluciones, se hicieron pasar a través
de filtros de nylon de 0.45 ym, para posterior inyeccion en el equipo de HPLC.

4.2.2 Seleccion de las condiciones de analisis para HPLC.

Para el analisis simultaneo de los plaguicidas (simazina, atrazina, diuron,
propanil, carbaril y metomil), se probaron diferentes condiciones de longitud de
onda, composicion y flujo de la fase movil.

4.2.2.1Seleccién de lalongitud de onda

La longitud de onda de trabajo se selecciond teniendo en cuenta la maxima
absorbancia de cada uno de los plaguicidas de estudio, para ello, se tomaron
los espectros ultravioleta de cada uno de los analitos, realizando un barrido en
la regién de 190 a 400 nm, en el espectrofotometro (figura3), adicionalmente
se tuvieron en cuenta los cromatogramas obtenidos a las longitudes de onda
de maxima absorcién de cada uno de los plaguicidas estudiados.

Figura3. Espectrofotometro GENESYS™ 6utilizado en este estudio.

4.2.2.2 Seleccion de la fase movil

Se estudio la influencia de la naturaleza del modificador organico sobre la
separacion cromatogréfica de la mezcla de plaguicidas estudiados. Se prueba
como modificador el acetonitrilo, utilizando una columna de fase reversa Cig

La composicion de la fase movil fue variada de manera isocratica, se
ensayaron diferentes fases moviles ACN:agua variando el contenido en ACN
entre 60 y 40%. Para la selecciéon apropiada de la fase movil, un grafico de
Ln k vs % ACN se construyé con los valores obtenidos experimentalmente.
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4.2.2.3 Flujo de la fase movil

Se estudio el flujo de la fase moévil desde 0.4 hasta 1.1 mL/min mediante una
curva de Van Deemter.

4.2.3 Determinacion de los parametros de calidad

Se determinaron parametros de calidad, tales como precisién (expresada como
repetibilidad y precision intermedia), limite de deteccién (LOD), limite de
cuantificacion (LOQ) y linealidad.

4.2.3.1 Evaluaciéon de la linealidad del sistema

La linealidad del sistema se evalu6 mediante la curva de calibracion.Para este
estudio se preparé una curva de calibracidon en un intervalo de concentracion
que incluyé seis niveles de concentracion entre0.0125-0.125 mg/L para
carbaril, compuesto que presenta la mayor sensibilidad, 0.025-0.25mg/L para
simazina y atrazina, 0.05-0.5mg/L para el diuron, metomil y propanil, que
presentan la menor sensibilidad a la longitud de onda seleccionada para el
analisis simultaneo de los plaguicidas. El andlisis se realizé por quintuplicado.

La linealidad se determind evaluando el rango de concentraciones en que la
respuesta del detector es lineal y se reporté como el cuadrado del coeficiente
de determinacion.

4.2.3.2 Determinacion de los limites de deteccion y de cuantificacion

Para la determinacion del limite de deteccién y el limite de cuantificacion de los
plaguicidas por HPLC-UV se sigui6 el método sugerido por la [IUPAC (1995).*

4.2.3.3 Evaluacioén de la precision del sistema

La precision, en términos de areas, se evalué con una mezcla de disoluciones
patrén, para el estudio de la repetibilidad (intra-dia) se llevé a cabo por
quintuplicado de cada nivel de la curva en un mismo dia, para la precision
intermedia (entre-dias) se realizd por triplicado en tres niveles de
concentracién dentro del rango lineal, durante cinco dias.

“JUPAC.Nomenclature in Evaluation of Analytical Methods including Detection and
Quantificaction Capabilities.En:Pure and Applied Chemistry. 1995. Vol. 67, p.1699-1723.
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4.3 SEDIMENTOS
4.3.2 Extraccién por ultrasonido de los plaguicidas en sedimentos.

4.3.1.1 Preparacion de muestras fortificadas

Las muestras del sedimento fortificadas se prepararon adicionando 1 mL de
mezcla estdndar de plaguicidas en acetonitrilo a 1,0g de sedimento seco
tamizado (tamafio de grano inferior a <2 mm), se agitbmagnéticamente durante
una hora, el solvente de las muestras fue evaporado a la temperatura del
laboratorio (20-23°C) durante 24horas. Las muestras fortificadas se guardaron
a 4°C hasta que se llevaron a cabo las extracciones por ultrasonido (periodo
menor a 15 dias).

4.3.1.2 Procedimiento de extraccion por ultrasonido

Para llevar a cabo la extraccion por ultrasonido de los plaguicidas (simazina,
atrazina, diuron, metomil, carbaril y propanil) se tomé como punto de partida la
metodologia de Vagi et al*, que se basa en elmétodo 3550C de la
EPA(Agencia de Proteccién Medioambiental de Estados Unidos),*® al cual se le
han realizado algunas modificaciones, las extracciones se realizaron por
triplicado, ademas se incluyé un blanco. En una primera serie de
experimentos la eficiencia de extraccién de diferentes disolventes organicos
(acetona, hexano, acetonitrilo, acetato de etilo y metanol) fue comparada. El
procedimiento se realizo de la siguiente manera:1.0 g de sedimento fortificado
con la mezcla estdndar de plaguicidas (simazina, atrazina, diuron, propanil,
carbaril, metomil) como se describe en la seccion 4.3.1.1, se extrajo dos veces
en ultrasonido por 15 minutos con 10 mL de cada uno de los solventes, la
extraccion se llevé a cabo en un erlenmeyer de 50 mL el cual estaba inmerso
en el bafio de ultrasonidos (Frecuencia 42 kHz, dimensiones de cubeta
140x150x100 mm)manteniendo el nivel de agua sobre el nivel del solvente, la
posiciéon de la erlenmeyer fue de 4 cm desde el fondo del recipiente de bafio,la
temperatura en el bafio ultrasénico no excedido los 35 °C.Después de un
periodo de sonicacion, cada extracto se centrifugdo a 3500 r.p.m por 15
minutos para obtener el supernadante organico claro.

Posteriormente, los extractos combinados se llevan a un evaporador rotatorio a
vacio a una temperatura de 40 °C para concentrar la muestra hasta
sequedad.Se redisolvié en 1 mL de fase movil y se filtr6 a través de un filtro de

*Vagi M.C., Petsas A.S., M.N.. Kostopoulou, Karamanoli, M.K. Lekkas T.D. Determination of
organochlorine pesticides in marine sediments samples using ultrasonic solvent extraction
followed by GC/ECD.En Desalination .2007. vol. 210 p.146-156

“°Us Enviromental Protection Agency.Method 3550 C. Ultrasonic Extraction. 2000.
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nylon de 0,45 um, con la ayuda de una jeringa y fue guardado en un vial para
posterior analisis en HPLC.

La cantidad de plaguicidas extraidos fue determinada por HPLC con detector
UV y se calcul6 el porcentaje de recuperacion.

En la segunda serie de experimentos,con el fin de establecer las mejores
condiciones de analisis (volumen de disolvente, nimero de etapas de
extraccion y tiempo de sonicacion)para la extraccion por ultrasonido, se aplicé
un disefio experimental 23, teniendo en cuenta los resultados obtenidos en las
extracciones con cada uno de los solventes(acetona, hexano, acetonitrilo,
acetato de etilo y metanol), los experimentos fueron realizados sélo con el
solvente que dio el mayor porcentaje de recuperacion para la mayoria de los
plaguicidas de estudio.

En la tabla 5, se representa el disefio factorial 2° y se muestran las variables
consideradas: volumen de disolvente, tiempo de sonicacion y numero de
extracciones, con sus niveles maximos (simbolizado como +1) y minimos
(simbolizado como -1).

Tabla 5. Variables y niveles del disefio experimental 2°

N..de Tiempo Volumen Numerp de Tiempo \5/8:321?2 Numerp de
Experimento solvente  extracciones (min) (mL) extracciones
1 -1 -1 -1 5 5 1
2 +1 -1 -1 20 5 1
3 -1 +1 -1 5 20 1
4 +1 +1 -1 20 20 1
5 -1 -1 +1 5 3
6 +1 -1 +1 20 3
7 -1 +1 +1 5 20 3
8 +1 +1 +1 20 20 3

4.3.1.3 Determinacion del porcentaje de recuperacion en sedimentos.

Se determiné el porcentaje de recuperacion de los plaguicidas en el
procedimiento de extraccion por ultrasonido.El estudio se realiz6 por triplicado
a tres niveles de concentracion, un nivel bajo, medio y alto: 0.05, 0.2 y 0.5
mg/kg (metomil, diuron y propanil), 0.025, 0.1 y 0.25 mg/kg (simazina y
atrazina), 0.0125, 0.05 y 0.125 mg/kg (carbaril). ElI procedimiento se llevo a
cabo con las condiciones éptimas de extraccion por ultrasonido encontradas.
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4.4 AGUAS
4.4.1 Extraccion por SPE de los plaguicidas en aguas

Para la extraccion de los plaguicidas(simazina, atrazina, diuron, carbaril,
metomil y propanil) en aguas se uso la técnica de extraccion en fase sélida
(SPE) en cartuchos de Cis. Se siguié la metodologia de Pichonet al*’, con la
modificacion que después de la evaporaciéon del solvente se reconstituyé en
fase movil. La metodologia de Pichonet al, describe un procedimiento para
extraer compuestos que incluyen plaguicidas acidos, neutros y basicos.En la
figura 4, se describe el procedimiento de extraccion por SPE realizado para el
analisis por HPLC.

Figura 4. Método de extraccion de los plaguicidas (simazina, atrazina, diuron,
propanil, carbaril y metomil) en muestras de aguas por SPE. El flujo fue de 1

mL /min.
Acondicionamiento pH7
del cartucho ’
10 mL de
agua

Lavado del
cartucho

Activacian del

cartucho ’

5 mL de
metanol

Secado del
cartucho

Filtrar
45 pm

HPLC ‘

Reconstitucion

Fase mdvil
ACM:agua
45:55

4.4.2. Determinacion del porcentaje de recuperacion en aguas.

4"V/. Pichon, C. Cau Dit Coumes, L. Chen, S. Guenu, M.-C. Hennion.Simple removal of humic
and fulvic acid interferences using polymeric sorbents for the simultaneous solid-phase
extraction of polar acidic, neutral and basic pesticides.Chromatography A, vol. 737.
1996. p 25-33
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Se determind el porcentaje de recuperacibn de los plaguicidas en el
procedimiento de extraccion en fase solida (SPE) para aguas. El estudio se
realizo por triplicado a tres niveles de concentracién, comprendidos en el rango
lineal: 0.05, 0.2 y 0.5 mg/L (Metomil, diuron y propanil), 0.025, 0.1 y 0.25 mg/L
(simazina y atrazina), 0.0125, 0.05 y 0.125 mg/L (carbaril). En la figura 5, se
muestra el equipo utilizado para la extraccion fase sélida.

Figura 5. Equipo utilizado para SPE

4.5UBICACION GEOGRAFICA

La zona de estudio corresponde al Valle Alto del rio Cauca, en el tramo
comprendido entre las estaciones de monitoreo La Balsa (Cauca) y Anacaro
(Valle del Cauca), con una longitud de 389 Km. El rio en esta zona presenta
una temperatura media de 24°C, una altura sobre el nivel del mar que varia
entre 900 y 1000 m, su ancho y profundidad varian entre 80-150 y 3.5-8.0 m
respectivamente, la precipitacion promedio anual es de aproximadamente
1000mm vy la humedad promedio mensual oscila entre 70 y 75%. En la tabla 6
se muestran las coordenadas de muestreo y en el anexo 1 se puede observar
el mapa con los sitios de muestreo.

Tabla 6. Ubicacién geografica de los sitios de muestreo en el Valle alto del rio
Cauca.

Ubicacion Estacion Coordenadas
W N
La Balsa St 76°35'36.8" 03°05'10.9"
Puente Hormiguero S2 76°28'36.5" 03°18°0,5"
Juanchito S3 76°28 31" 03°26°57"
Puerto Isaacs S4 76°29'09.3" 03°32'53.8"
Paso de la Torre S5 76°27'06.3" 03°37'46.4"
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Mediacanoa S6 76°20'56.5" 03°53'27.7"

Puente Guayabal S7 76°06'04.4" 04°24'18.6"

Anacaro S8 75°57'58.1" 04°47'00.6"

4.6 RECOLECCION DE MUESTRAS.

Las muestras de aguas y sedimentos fueron recolectadas en el rio Cauca, en
el tramo comprendido entre La Balsa (Cauca) y Anacaro (Valle del Cauca) en
ocho estaciones de la Corporacion Autbnoma Regional del Valle del Cauca
(CVO).

Los muestreos se realizaron en Junio y Octubre de 2010, teniendo en cuenta
los protocolos de muestreo de Water quality Sampling ISO 5667-6:2005
International Standard y RAS del Min. Desarrollo. 2000. Las expediciones
fueron realizadas por el grupo de investigacion “Produccion mas Limpia”
(Universidad Javeriana, Cali), con el apoyo del Grupo de Investigacién de la
Contaminacién por metales pesados y plaguicidas Universidad del Valle, véase
el anexo 2.

Las muestras de aguas y sedimentos, fueron entregadas por el estudiante de
doctorado de la Universidad del Valle M.Sc. Rodrigo Sarria en el laboratorio del
Grupo de Investigacion en Quimica Analitica Ambiental (G.1.Q.A), Universidad
del Cauca.

4.6.1 Preparacion de muestras
4.6.1.1 Muestras de aguas

Las muestras de agua fueron filtradas en membranas de 0.45 pm para eliminar
particulas en suspensiéon. El pH de las muestras fue medido y mantenido en
pH 7, un volumen de 500 mL de muestra fue transferido a un balén volumétrico,
en seguida las muestras fueron sometidas a extraccion fase sdlida (SPE) como
se describe en el numeral 4.4.1, a temperatura del laboratorio (20-23°C).

4.6.1.2 Muestras de sedimentos

Las muestras de sedimentos liofilizados, fueron homogenizadas y tamizadas
a través de un tamiz de tamafo <2 mm, 1.0 g de muestra fue transferido a un
erlenmeyer de 50 mL, seguidamente las muestras fueron sometidas a
extraccion por ultrasonido de acuerdo con el disefio de experimentos veéase
numeral 4.3.1.2.

38



5. ANALISIS DE RESULTADOS

5.1 Optimizacion de la separacion de los plaguicidas (simazina,
atrazina, diuron, carbaril, metomil, propanil)por CLAR

Para la separacion e identificacion de los seis plaguicidas de interés (simazina,
atrazina, diuron, carbaril, metomil y propanil), en el cromatografo liquidocon
detector ultravioleta, se llevo a cabo el estudio de condiciones como longitud
de onda, tipo de modificador organico, composicion y flujo de la fase movil.

5.1.1 Seleccién de la longitud de onda

La longitud de onda de trabajo se selecciond teniendo en cuenta la maxima
absorbancia; para ello, se tomaron los espectros de cada uno de los analitos,
realizando un barrido en la region de 190 a 400 nm.Los espectros ultravioleta
obtenidos de este estudio se muestran en la figura 6, se puede apreciar que la
longitud de méaxima absorcion de cada compuesto fue 220 nm (atrazina),
219 nm (simazina), 219 nm (carbaril), 234 nm (metomil), se obtuvieron dos
maximos a dos longitudes de onda, 209 y 248 nm (propanil), 211 y 249 nm
(diurén). Adicionalmente se obtuvieron los cromatogramas de cada uno de los
compuestos, a diferentes longitudes de onda los cuales se pueden apreciar en
el anexo 3.

La seleccion de la longitud de onda se hace, normalmente, a una longitud de
onda correspondiente a un pico de absorcién, ya que el cambio en la
absorbancia por unidad de concentracion es mayor en este punto,
consiguiéndose, asi, la maxima sensibilidad.”® Aunque se debe tener en cuenta
que la mejor regiéon de longitud de onda para el analisis de una mezcla es
aquélla donde se superponen los espectros individuales,**por lo tanto, la
longitud de onda elegida para el andlisis fue de 218 nm, se escogié dicha
longitud de onda tratando de obtener la maxima respuesta posible en la
determinacion simultanea de todos los compuestos.La eleccién de una sola
longitud de onda de trabajo lleva asociada una pérdida de sensibilidad en la

“SKOOG Douglas, HOLLER James y NIEMAN Timothy. Principios de analisis instrumental.
52 Ed. Espafa: Mc Graw Hill,2001. P. 369-368.

“ HARRIS Daniel. Andlisis quimico cuantitativo. 3a. ed. México: Grupo editorial
iberoamericana, 1992. P. 511-515.
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deteccién para algunos de estos plaguicidas, por esta razén el rango de
concentracion en la recta de calibracién fue mas alto para los plaguicidas que
presentan menor sensibilidad a esta longitud de onda.

Figura 6. Espectros de absorcidon de cada uno de los plaguicidas, (metomil,
simazina, atrazina, diuron, propanil, carbaril).
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5.1.2 Seleccion de la fase movil

Para evaluar la mejor condicion de separacion de los plaguicidas (metomil,
simazina, carbaril, atrazina, diuron y propanil), la composicion de la fase movil
fue variada de manera isocratica, verificando principalmente la resolucion (Rs)
para cada composicion de fase movil estudiada, tabla?.

Con un flujo de 0.9 mL/min, valor obtenido mediante la curva de Van Deemter,
la cual se puede apreciar en el anexo 4, se ensayaron diferentes fases moviles
ACN/H,0 variando el contenido de ACN entre 60 y 40%, los cromatogramas
obtenidos con respecto a este estudio se muestran en la figura 7.

Tabla 7. Resolucion entre las dos parejas consecutivas de picos frente al
porcentaje de componente organico.

Resolucién

\ Picos
Fase 1-2 2-3 3-4 4-5 5-6
movil

60-40 14,62 1,13 6,70 1,62 5,67
55-45 18,97 2,87 6,79 2,32 7,67
50-50 25,48 5,47 7,51 3,78 9,92
45-55 30,95 9,07 7,17 5,80 12,04
40-60 36,82 12,57 5,97 8,00 13,19

(1) Metomil. (2) simazina, (3) Carbaril, (4) Atrazina, (5) Diuron, (6) Propanil. Fase movil:
ACN:Agua; Flujo 0.9 mL/min

En la tabla 7, se muestran los valores de las resoluciones entre las dos parejas
consecutivas de picos frente al porcentaje de fase movil, para los picos 2-3
(carbaril-atrazina) y 4-5 (atrazina-diuron) la resolucion es muy baja (<2.5), lo
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gue se observa en el cromatograma como un solapamiento entre los picos,
figura 7a, cuando se disminuye la proporcion de ACN en la fase movil de 60 a
55 % se obtiene una mejora en la resolucion, sin embargo, la resolucion entre 4
y 5 sigue inferior (<2.5).Al utilizar una fase mévil 40:60 ACN: agua se obtuvo
un tiempo superior a los 20 minutos figura 7e, lo cual no resulta apropiado por
gque hace el andlisis demasiado largo.Una buena separacion de los
plaguicidas se lleva a cabo con proporciones de fase mévil de (45:55) y (50:50)
ACN: Agua, v/v,estos presentan una resolucién elevada (>2.5), figura 7c y 7d
respectivamente, por consiguiente, para una apropiada eleccion entre estas
dos composiciones de fase mavil, se construyd un grafico de Ln k vs % de
ACNfigura 8, con los valores obtenidos experimentalmenteanexo 5.
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Figura 7. Cromatogramas obtenidos en la variacion de la composicion de la
fase movil, ACN:agua; Flujo 0.9 mL/min, patron (0.5 mg/L), analizados por
HPLC-UV en la columna Cig.(1) Metomil, (2) Simazina, (3) Carbaril, (4)
Atrazina, (5) Diuron, (6) Propanil.
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Figura 8. Graficade los valores de Ln k vs % de ACN en la fase movil.
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En la figura 8, se presentan los valores de Ln k frente al porcentaje de ACN en
la fase movil para cada uno de los compuestos estudiados, una aproximacion
de los puntos indica una separacion muy pobre debido a los valores proximos
de k (factor de retencién o de capacidad), a valores de k demasiado bajos es
probable que los analitos no se puedan resolver adecuadamente y para valores
altos de k, el tiempo de analisis seria demasiado largo.

Las curvas presentadas en la figura 8 se pueden ajustar a ecuaciones de
segundo grado, segun la expresion:

Lnk=a+b.(pAcn+C-(p2ACI’l(1)

Donde ¢representa el porcentaje de acetonitrilo que permite predecir la
retencion de los plaguicidas en funcion de la fase movil.En el anexo 5 se
recogen los coeficientes de a, b y ¢ para los plaguicidas estudiados.

De la figura 8 se obtiene que una buena separacion de los compuestos se logra
con una fase movil (45:55) v/iv  ACN: agua, el tiempo de analisis es apropiado
para el nUumero de compuestos, con resolucién elevada entre los analitos, por
consiguiente, se trabajoé con una composicién de fase mévil ACN: agua (45:55)
viv, con la cual fue posible separar los seis plaguicidas (simazina, atrazina,
diuron, propanil, carbarilymetomil) con valores de k entre 1,6y 12,3 y una
resolucidon mayor a 2.5.Se realiz0 una elucion isocrética, ya que permitiéo una
elucion suficientemente rapida de todos los compuestos, los cuales se
separan en menos de 17 minutos.
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5.1.3 Selectividad del modificador organico

Se estudio la selectividad del modificador organico de la fase movil
manteniendo constante la fuerza elutrpica, en primer lugar se calculd la
composicion de las fase moévil MeOH: Agua para que te tenga la misma
polaridad (fuerza elutrépica) que la de ACN:agua (45:55), v/v.Para ello se utiliza
el concepto de polaridad de un disolvente, teniendo en cuenta que la polaridad
de una mezcla de disolventes es la media aritmética de los valores de
polaridad de los disolventes puros, ponderada segun la fraccion de volumen de
cada disolvente,* el calculo se presenta en el anexo 6,la composicién de la
mezcla que tiene la misma fuerza elutropica esta dada por (55:45)MeOH:agua,
con esta fase movil no se obtiene una buena separacion de los compuestos 2-
3 (simazina-carbaril), cromatograma figura 9, lo que muestra la selectiva del
modificador organico ACN frente al MeOH cuando son comparados en
composiciones de fase movil de la misma fuerza elutropica.

Figura 9. Cromatograma fase mévil MeOH:agua (55;45), v/v, Deteccion UV:
218 nm, flujo de fase movil 0.9 mL/ min.(1) Metomil. (2) Simazina, (3) Carbaril,
(4) Atrazina, (5) Diuron, (6) Propanil.

23
0.5 ’/\\

min|

En la figura 10, se puede observar que con una composicion de fase movil
MeOH:agua (50:50), v/v, se logra una separacibn de los picos 2 y 3
correspondientes a la simazina y carbaril, pero el tiempo de analisis se
extiende por encima de 30 minutos, lo que hace que no sea apropiado ya que
el andlisis se hace demasiado largo. Se estudiaron otras composiciones de
fase movil utilizando como modificador organico el MeOH, los cromatogramas
respecto a este estudio se muestran en anexo 7.

*Quattrocchi O.; Abelaira S; Laba R, Introduccion a la HPLC Aplicacion y practica. 1992. p.
284-286.
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Figura 10. Cromatograma MeOH:agua (50:50), v/v, deteccion UV: 218 nm, flujo
de fase movil 0.9 mL/ min. (1) Metomil. (2) Simazina, (3) Carbaril, (4) Atrazina,
(5) Diuron, (6) Propanil.
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De acuerdo con los resultados anteriores, la fase movil con la que se obtuvo
una Optima separacion fue ACN: Agua (45:55) v/v, como puede observarse,
figura 11, los compuestos analizados son bien separados en las condiciones
establecidas tabla 8.

Tabla 8. Condiciones ¢ptimas de trabajo seleccionadas en el analisis por
cromatografia liquida de alta resolucion (CLAR).

Parametro Caracteristicas
Deteccion Visible A= 218 nm
Elusion Isocratica
Temperatura Ambiente (20-23)°C
Flujo 0.9 mL/min
Volumen de inyeccion 20 uL
Columna Alltech Cyg; 3um x 4.0 x 150mm.
Fase Movil ACN:agua (45:55) viv

Figura 11. Cromatograma de la separacién de los seis plaguicidas bajo las
condiciones de separacionéptimas en HPLC-UV. (1) Metomil. (2) Simazina, (3)
Carbaril, (4) Atrazina, (5) Diuron, (6) Propanil. Concentracion 0.5 ppm.
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5.2 ESTANDARIZACION DEL METODO ANALITICO

Después de la optimizacion de las condiciones de separacion, se estudian las
caracteristicas analiticas del método en cuanto a linealidad, precision
(expresada como repetibilidad y precision intermedia) y limites de deteccion.Se
trabajé solo con las soluciones estandar de (metomil, simazina, carbaril,
atrazina, diuron y propanil), por lo que se estandarizé solamente el sistema
(bomba, detector, etc.)

Se evalud la normalidad y homogeneidad de los datos obtenidos aplicando la
prueba de normalidad de Shapiro—Wilk,anexo 8y la prueba de homogeneidad
de varianzas de Levene,anexo 9. Se determind que los datos provienen de una
poblacion con distribucion normal y son homogéneos, lo que permitio aplicar
metodos paramétricos para la evaluacion estadistica de los datos obtenidos.

5.2.1 Pardmetros de calidad del método

5.2.1.1 Linealidad del sistema

Para el estudio de la linealidad del sistema se prepard una curva de calibracion
en un intervalo de concentracion que incluyd 6 concentraciones diferentes entre
0.0125 y 0.125 mg/L para carbaril, compuesto que presenta la mayor
sensibilidad, 0.025 y 0.25mg/L para simazina y atrazina, 0.05y 0.5mg/L para el
diuron, metomil y propanil, que presentan la menor sensibilidad.

En la figura 12, se presentan las rectas de calibrado obtenidas para cada uno
de los plaguicidas y en la tabla 9 se resume los parametros del calibrado,
coeficiente de determinacion, rango de concentracion, ecuacion de calibracion,
limites de deteccion y cuantificacion los cuales fueron evaluados con las
recomendaciones de la IUPAC véase el anexo 10 y son expresadas en ppm
(mg/L) y/o (mg/Kg).
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Figura 12. Rectas de calibrado de los plaguicidas de estudio.
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Tabla 9. Parametros de calidad del método propuesto.

Compuesto

Rango de

concentracion

(ppm)

Ecuaciéon de
calibracién

LOD* LOQ*

2
R opm)  (ppm)

Carbaril
Simazina
Atrazina
Metomil
Diuron
Propanil

0,0125-0,125
0,025-0,25
0,025-0,25
0,05-0,5
0,05-0,5
0,05-0,5

y =398,7x - 0,273

y =298,1x - 0,680

y = 248,75x - 0,546
y = 46,206x - 0,2119
y =116,59x - 0,314
y =113,48x - 0,766

0,9993 0,00123 0,00411
0,9996 0,00505 0,01683

0,9990 0,00231 0,00769
0,9987 0,00774  0,02582

0.9994 0,00446  0,01488
0,9988 0,00557  0,01855

*IJUPAC ppm(mg L™) o (mg Kg™)
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En la tabla 9, obtenemos informacidbn que se refiere al coeficiente de
determinacion (R?), el cual expresa la proporcién de varianza de la variable
dependiente (area) que estd explicada por la variable independiente
(concentracién). Para todos los compuestos estudiados (tabla 9), R? toma un
valor alto, por ejemplo para el carbaril el R? (0.9993), nos indica que el 99.93%
de la variacion del area esta explicada por la concentracion, hasta este
momento el analisis de regresion, no permite afirmar que las relaciones
detectadas sean de tipo causal, solo es posible hablar de grado de relacion.Por
lo tanto se realiz6 el andlisis de regresion para determinar si hay una relacion
lineal significativa, los resultados se muestran en la tablal0.

La tabla 10, muestra los coeficientes de la recta de regresion. La columna
etiquetada coeficientes no estandarizados contiene los coeficientes de
regresion que definen la ecuacion de regresion.El coeficiente correspondiente a
la Constante es el origeny el coeficiente correspondiente a Concentracion es la
pendiente de la recta de regresion. Adicionalmente, los estadisticos t y sus
niveles criticos (sig.)o(p-value) nos permiten contrastar las hipétesis nulas de
que los coeficientes de regresion valen cero en la poblacién, estos estadisticos
t se distribuyen segun el modelo de probabilidad t de Student con n-2 grados
de libertad. Por tanto, pueden ser utilizados para decidir si un determinado
coeficiente de regresion es significativamente distinto de cero y en
consecuencia, si la variable independiente esta significativamente relacionada
con la dependiente.Al respecto, se tienen dos hipoétesis:

Ho: ry= 0 entonces el coeficiente de correlacion obtenido procede de una
poblacién cuya correlacion es cero (p= 0)

Hi: ry= 0 el coeficiente de correlacion obtenido procede de una poblacion cuya
correlacion es distinto de cero (p # 0)

La Hg se rechaza si el valor absoluto de este estadistico es mayor que el
correspondiente valor obtenido de tablas, es decir se rechaza la H, si
|lt,| = t(g, a-2;Si se utiliza como criterio de rechazo la comparacién de la

significancia  observada (p-value) contra la significancia predefinida (a)
entonces se rechaza la Ho si p-value < a
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Tabla 10.Coeficientes de regresion.

Coeficientes no Ir.1tervalo de

estandarizados . confianza para B al
t Sig. 95%

B Error Limite Limite
tip. inferior  superior
" (Constante) _ -0.212 0096 -2,199 0,036 0,409  -0,014
Metomil | centracion 46,206 0,318 145461 0,000 45555 46,857
T (Constante) __-0,680 240 2,837 0,008 1,171 -0,189
Simazina - @ entracion 296,138 15580 188,660 0,000 294,901 301,375
~ (Constante) _ -0.273 0,156  -1,749 0,091 0,593 0,047
Carbaril | entracion 398703 2,058 193710 0,000 394,487 402,919
_ (Constante) __ -0.314 0,169 -1857 0,074 0,660 0,032
Diuron . centracion 116,591 0,557 209437 0,000 115451 117,731
_ (Constante) _ -0546 0,222 -2,463 0,020 1,001 -0,092
Atrazina o tracion 248.755 1463 170088 0000 245759 251,750
~ (Constante) 0,766 0,226 -3384 0,002 1230 -0,302
Propanil @ tracion 113476 0,746 152,107 0,000 111,948 115,004

De la tabla 10, por ejemplo para el carbarii se tiene que t,>t
(0.025,28)(193.710>2.048), por lo tanto, se rechaza la H,, esta misma conclusion
se obtiene por el método del valor de p, donde el valor de p es menor de 0.05.
Para todos los compuestos se tiene que la pendiente de la recta de regresion
es significativamente distinta de cero, lo cual nos permite concluir que entre la
concentracion y el area existe relacion lineal significativa.

El origen de la recta de regresion no es significativamente distinto de cero
(generalmente, contrastar la hipdtesis “Bo=0" carece de utilidad, pues no
contiene informacion sobre la relacion entre Xi e Yi), No rechazar que Bo= 0
significa que el punto de corte de la linea recta pasa por el origen, es decir,
pasa por (0.0).Los Limite de confianza de la pendiente (concentracién) vy del
intercepto (constante) a un nivel del 95 % también se muestran en la tabla 10.

Otro enfoque para analizar la significancia del modelo es descomponer la
variabilidad observada y a partir de ello probar hipétesis. Con los resultados
obtenidos del ANOVA tabla 11, se puede decir si existe o no relaciéon
significativa entre las variables. El estadistico F contrasta la hipétesis nula de
que el valor poblacional de R es cero y por tanto, nos permite decidir si existe
relacion lineal significativa entre la variable dependiente y la independiente, F
experimental mayor que el tabulado con 1 y n-2 grados de libertad. De igual
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manera el valor de p menor que a (0.05) se rechaza la Ho y se acepta la
hipotesis alternativa, este modelo proporcionaexactamente el mismo resultado
gue se obtiene por el contraste t relativo al coeficiente deregresion.

Tabla 11.Analisis de varianza (ANOVA).

Compuesto Suma de gl Med,ia} F Sig.
cuadrados cuadratica
Regresion 1623,473 1 1623,473 21158,782 0,000
Metomil Residual 2,148 28 0,077
Total 1625,621 29
Regresion 16897,623 1 16897,623 35592,632 0,000
Simazina Residual 13,293 28 0,475
Total 16910,916 29
Regresion 7554,929 1 7554,929 37523,504 0,000
Carbaril Residual 5,637 28 0,201
Total 7560,566 29
Regresion 10336,672 1 10336,672 43863,680 0,000
Diuron Residual 6,598 28 0,236
Total 10343,270 29
Regresion 11763,423 1 11763,423 28929,975 0,000
Atrazina Residual 11,385 28 0,407
Total 11774,809 29
Regresion 9791,785 1 9791,785 23136,644 0,000
Propanil Residual 11,850 28 0,423
Total 9803,635 29

Fan(@,1, N-2), Fexp>Fian(0.05,1,28)=4.20

5.2.1.2 Estudio de la precision

-Determinacion de la repetibilidad

En los estudio de la repetibilidad, se alcanzaron coeficientes de variacion
adecuados, lo que demostré la buena precision del sistema, observandose una
variabilidad de los resultados dentro de los limites establecidos para los
métodos cromatograficos, CV < 5,0% los resultados se pueden apreciar en el
anexo 11.

-Determinacién de la precisién intermedia

A continuacion se realiza el analisis de los resultados de precision intermedia
para la simazina, el razonamiento utilizado fue el mismo para los demas
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plaguicidas, los resultados obtenidos de este estudio para atrazina, carbaril,
diuron, metomil y propanil se presentan en el anexo 12.

Los valores que se obtuvieron de precision intermedia para la simazina se
presentan en la tabla 12, se realizoun ANOVA tabla 13, el cual demostro que
no existe diferencia significativa entre las precisiones alcanzadas en diferentes
dias en cada uno de los niveles estudiados.

Tablal2. Precisiéon intermedia para la simazina.

Nivel Dia Promedio % CV
1 6,69 2,24
2 6,54 2,69
Bajo 3 6,79 1,77
4 6,56 3,57
5 6,52 3,48
1 29,11 1,73
2 29,58 3,82
Medio 3 29,94 1,76
4 30,05 1,84
5 29,85 3,80
1 72,04 1,19
2 73,77 1,47
Alto 3 72,76 1,40
4 71,89 1,09
5 72,99 1,03

En la Tabla 13, se muestra el ANOVA obtenido para los resultados de la
simazina en el nivel de baja concentracion,F,=3.48 (o= 0.05, 4, 10);
Fexps Frap (1.182<3.48)lo que indica que no hay diferencias estadisticamente
significativa entre el promedio del nivel de concentracion en los diferentes dias,
esta misma conclusién se obtiene por el valor-p> 0,05.Para los otros dos
niveles de concentracion medio yaltoen los diferentes dias se obtienen
similares resultados los cuales se pueden apreciar en el anexo 12.

Los resultados obtenidos permitieron establecer que las precisiones son
aceptablespara los plaguicidas simazina, atrazina, diuron, propanil, metomil y
carbaril.

52



Tabla 13.Andlisis de varianza (ANOVA) para la simazina, nivel bajo.

Suma de cuadrados gl Media cuadrética F Sig.
Inter-grupos 0,164 4 0,041 1,182 0,376
Intra-grupos 0,347 10 0,035
Total 0,511 14

FexpS Fian  Far=3.48 (a= 0.05, 4, 10)

5.2.2 Determinacion del porcentaje de recuperacibn en aguas Yy
sedimentos

Se evalué el porcentaje de recuperacion de los plaguicidas por extraccion fase
sélida y ultrasonido para aguas y sedimentos respectivamente.

5.2.2.1 Determinacion del porcentaje de recuperacion en la extracciéon de
plaguicidas en aguas por SPE.

El porcentaje de recuperacion en la extraccion fase sdlida se evalud
analizando disoluciones estandar que contenian plaguicidas a diferentes
concentraciones dentro del rango de concentraciones evaluado.

Se obtuvieron resultados con recuperaciones por encima del 87% para los
plaguicidas atrazina, diuron, propanil y carbaril, para los otros dos compuestos
éstas estaban en torno al 70% para la simazinay 15% para el metomil, las
desviaciones estandar relativas oscilaron entre 1,3 y 10 % lo cual se puede
observar en la tabla 14, para la mayoria de plaguicidas son valores aceptables
de recuperaciones ya que estan en el rango de 70 a 130 %, de acuerdo con las
reglas establecidas por la EPA, con una desviacion estandar relativa por debajo
del 10 %.

Tabla 14. Porcentaje de recuperacion por SPE de los plaguicidas.

Nivel Recuperacion media (%) CV(%)
Bajo 105,72 5,99
Carbaril Medio 99,84 4,04
Alto 94,34 8,34
Bajo 69,78 2,05
Simazina Medio 77,04 5,53
Alto 73,96 1,36
Bajo 99,90 3,68
Atrazina Medio 87,18 6,29
Alto 86,26 8,55

La extraccion se llevé a cabo por triplicado,n=3.
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Tabla 14. (Continuacion)

Nivel Recuperacion media (%) CV(%)
Bajo 102,28 4,29
Diuron Medio 101,92 4,02
Alto 99,66 5,65
Bajo 93,47 9,77
Propanil Medio 106,90 7,40
Alto 102,61 8,05
Bajo 17,72 1,82
Metomil Medio 14,68 3,64
Alto 15,19 4,28

La extraccion se llevé a cabo por triplicado, n=3.

Para determinar si existe diferencia significativa entre la recuperacion media y
el 100% se aplicd un test estadistico (test de student),los valores de t experimental
se comparan con los tabulados para el intervalo de confianza requerido con n-1
grados de libertad y la exactitud se evalUa para el promedio de recuperaciones
de todas las concentraciones. Si tex< tian, NO existe diferencia significativa con
el 100% de recuperacion.

Para el carbaril con los datos de la tabla 15, se tiene que la recuperacion
media para n=9 medidas es 99.96%, tapulado (91:8, 0=0.05)=2.306, COMO texp< tiap
(0.0149<2.306) para el carbaril no existe diferencia significativa entre la
recuperaciéon media y 100%.

Tabla 15. Porcentaje de recuperacion para el carbaril.

Nivel Recuperacion

Bajo 110,53 108,06 98,55 Promedio (n=9) 99,96
Carbaril Medio 104,22 99,03 96,27 S 7,336

Alto 91,62 103,20 88,19 RSD: 7,339

trabutado (U:8, a=0.05)=2.306

Resultados similares se obtuvieron para el diuron y propanil lo cual se puede
apreciar en el anexo 13.

De acuerdo con lo anterior los resultados son satisfactorios para los
plaguicidas carbaril, diuron y propanil, al no encontrarse diferencias
significativas entre los valores obtenidos y el 100%, por lo tanto, la
recuperacion media para estos tres compuestos es apropiada.
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En la tablal6, se presentan los datos obtenidos para el estudio de recuperacion
a tres niveles de concentracion para la atrazina, la recuperacion media para
n=9 medidas es 91.11%, el tapuado (91:8, 0=0.05)=2.306, como 2.94>2.306
existe diferencias significativas entre la recuperacion media y 100% para la
atrazina, similares resultados se obtuvieron para la simazina y metomillos
cuales se pueden apreciar en el anexol3.

Tabla 16. Porcentaje de recuperacion para la Atrazina.

Nivel Recuperacion

Bajo 101,30 95,72 102,66 Promedio (n=9) 91,11
Atrazina Medio 93,47 84,63 83,44 S 8,25

Alto 90,04 90,98 77,76 RSD: 9,05

Para los plaguicidas simazina, atrazina y metomil, se obtuvo diferencia
significativa entre los valores promedio de recuperaciones de todas las
concentraciones y el 100%, sin embargo, los valores de recuperacion para la
simazina y atrazina son aceptables de acuerdo con lo establecido con la EPA
ya que se encuentran en el rango de 70 a 130 %. Para el metomil el porcentaje
de recuperacion es muy bajo con la metodologia propuesta, por lo que habria
que utilizar otro tipo de condiciones en la extraccion fase solida con Cjg, solo
para este compuesto, lo cual no resulta apropiado ya que habria la necesidad
de mas muestra y reactivos, inversion de tiempo, entre otros,solamente para el
metomil y uno de los planteamientos de este trabajo es realizar un método
multirresiduo, es decir que con una sola metodologia permita el estudio de la
mayor cantidad de plaguicidas de manera simultanea. Se obtuvieron
resultados satisfactorios por extraccion fase solida para los plaguicidas
simazina, atrazina, carbaril, diuron y propanil en aguas.

En la figura 13, se muestraun cromatograma representativo obtenido después
de la extraccion fase sélida, en agua grado HPLC fortificada a 0.05 mg/L
(metomil, diuron y propanil), 0.025 mg/L (Simazina y atrazina), 0.0125 mg/L
(carbaril). Con fase mévil ACN:agua (45:55) v/v, flujo de fase mévil 0.9 mL/ min,
UV: 218 nm, columna CigEl cromatograma del extracto blanco de matriz no
presento interferencias a los tiempos de retencion de los compuestos
(simazina, atrazina, carbaril, diuron y propanil)lo cual se puede apreciar en el
anexo 14.
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Figura 13. Cromatograma de la extraccion fase soélida. (1)
metomil,(2)simazina, (3) Carbaril, (4) Atrazina, (5) Diuron, (6) Propanil.
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Las recuperaciones de los plaguicidas a pH 7 de acuerdo con la metodologia
de Pichonet al®*, disminuye la co-extraccién deacidos himicos y fulvicos, que
puede dificultar el analisis de los plaguicidas mas polares que eluyen al inicio
del cromatograma. En la figura 14se presenta un cromatograma obtenido al
analizar una muestra de agua de rio fortificada y sometida a SPE, no se
observé la presenciade un pico grande o joroba caracteristico de los acidos
hamicos y fulvicos, por lo tanto, el procedimiento de SPE utilizado reduce las
interferencias comunmente encontradas como son los &cidos humicos y
fulvicos en muestras de aguas superficiales.

Figura 14. Cromatograma muestra de agua real fortificada, pH llevado a 7.

14 16 minl

5.2.2.2 Extraccidn de plaguicidas en sedimentos por ultrasonido.

En el estudio de la extraccion de los plaguicidas simazina, atrazina, diuron,
propanil, metomil y carbaril, en sedimentos,se investigd la eficiencia de
extraccion de los plaguicidas con diferentes solventes: acetato de etilo,
metanol, acetona, acetonitrilo y hexano, los cuales abarcan un amplio rango de
polaridad, los resultados de este estudio se presentan en la tabla 17.

*ly/. Pichon, C. Cau Dit Coumes, L. Chen, S. Guenu, M.-C. Hennion.Simple removal of humic
and fulvic acid interferences using polymeric sorbents for the simultaneous solid-phase
extraction of polar acidic, neutral and basic pesticides.En: Chromatography A, Vol. 737.
1996. p 25-33.
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Tabla 17.Porcentaje de recuperacion de plaguicidas en sedimentos.

Compuesto  Acetona Acetonitrilo Metanol Hexano Acetato de etilo
%R  %CV %R  %CV %R  %CV %R  %CV %R %CV

Simazina 615 50 67,8 3,4 63,0 4,7 25,6 6,0 20,9 9,0
Carbaril 56,8 3,8 57,2 51 50,5 3,3 36,6 59 21,7 9,9
Atrazina 63,6 55 558 7,2 58,3 3,7 40,7 59 15,5 57
Diuron 64,9 50 40,2 50 45,6 3,3 13,6 7,3 21,5 8,4
Propanil 485 43 459 5,2 47,8 3,9 24,9 7,5 19,3 3,1
Metomil 50,2 7,8 556 6,0 46,6 55 54 6,5 11,8 6,4

La extraccion se llevé a cabo por triplicado, n=3.

En términos generales, las recuperaciones para los distintos solventes en las
muestras de sedimentos fueron entorno al 60% para la mayoria de plaguicidas
estudiados. Los cromatogramas representativos de este estudio se pueden
apreciar en el anexo 15.

En la figura 15, se muestra el porcentaje de recuperacion de los
plaguicidas(simazina, atrazina, diuron, propanil, metomil y carbaril) en
sedimentos, al utilizar diferentes solventes para la extraccion. Se puede
apreciar que los porcentajes de recuperacion obtenidos con acetona, metanol y
acetonitrilo para la mayoria de los plaguicidas son superiores a las obtenidas
con hexano y acetato de etilo.

Figura 15. Porcentajes de recuperacion en sedimentos con diferentes
solventes: acetona, acetonitrilo, metanol, hexano y acetato de etilo.
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Los porcentajes de recuperacion obtenidos con acetona, metanol y acetonitrilo
para algunos de los compuestos son muy similares por lo tanto se llevo a cabo
un analisis de varianza (ANOVA) de un factor, para mirar si existen diferencias
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significativasy prueba de Tukey (Honest Significant Difference) cuando fue
necesario.

En a tabla 18,se presentan los resultados obtenidos del ANOVA para el
carbaril,los cuales indican que si existen diferencias en al menos uno los
promedios, para saber cuales medias o grupos diferian se realizéun test de
comparaciones multiples(pruebade Tukey)los resultados obtenidos de esta
prueba para el carbaril se muestran en la tabla 18.

Tabla 18.Analisis de varianza (ANOVA) para el carbaril.

Suma de cuadrados gl Media cuadratica F Sig.
Inter-grupos 84,969 2 42,484 8,065 0,020
Intra-grupos 31,606 6 5,268
Total 116,575 8

De acuerdo con los resultados obtenidos de la tabla 19, la prueba de Tukey el
grupo de acetona no difiere del grupo de ACN (sig.= 0.974) pero estos dos
difieren significativamente del grupo de metanol(sig.<0.05 en ambos casos). Es
decir no hay diferencia significativa en la extraccion del carbaril al usar como
solvente acetonitrilo o acetona, pero si se encontré diferencia significativa al
utilizar metanol. De ahi que para el carbaril se puede usar como solvente de
extraccion acetona o acetonitrilo.

Tabla 19. Comparaciones multiples: Tukey HSDpara el carbaril.

(I) Solvente (J) Solvente Diferencia de medias (I-J)  Error tipico Sig.
Acetona Acetonitrilo -0,41000 1,87397 0,974
Metanol 6,30333" 1,87397 0,035
L Acetona 0,41000 1,87397 0,974
Acetonitrilo .
Metanol 6,71333 1,87397 0,027
Acetona -6,30333 1,87397 0,035
Metanol " .
Acetonitrilo -6,71333 1,87397 0,027

* La diferencia de medias es significativa al nivel 0.05.

Para el propanil los resultados obtenidos del ANOVA indican que no hay
diferencias estadisticamente significativas entre los promedios, al comparar las
recuperaciones obtenidas con metanol, acetona y acetonitrilo.Similares
resultados se obtienen para la simazina y atrazina. Para el diuron se encontrd
gue no existe diferencia significativa entre las recuperaciones obtenidas entre
acetonitrilo y metanol pero estos dos difieren significativamente de la acetona.
Para el metomil se obtuvo no hay diferencia significativa entre el acetonitrilo y
acetona, pero si existe diferencia significativa entre el acetonitrilo y el
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metanol.Las tablas que se obtuvieron del ANOVA y de la prueba de Tukey se
presentan en el anexol6.

Para eleccidndel solvente mas adecuado para la extraccion de los plaguicidas
(simazina, atrazina,diuron, metomil, carbaril y propanil) se escogi6é aquel con el
gue se obtuvieron mayores porcentajes de recuperacion para la mayoria de los
plaguicidas, también se tuvo en cuenta, loscriterios sugeridos porAmparan-
Salidoet al,® baja toxicidad, bajo costo,volatilidad adecuada para la répida
evaporacion sin causar pérdidas de losplaguicidas, polaridad apropiada y que
produzca un extracto final libre de interferencias co-extractivas.La acetona
cumplié con la mayoria de estas caracteristicas antes mencionadas lo que
permitié seleccionarlo como solvente para continuar el estudio de extraccion,
sin embargo los porcentajes de recuperacion en las condiciones descritas
anteriormente son bajos, por lo cual, con base en estos resultados y con la
finalidad de aumentar la eficiencia de recuperacion de los plaguicidas en la
extraccidn con acetona, se evaluo el efecto del tiempo, volumen y nimero de
extracciones en el ultrasonido.

-Optimizacioén de las variables experimentales

Se uso el disefio factorial 2°para saber si variables como tiempo de extraccién,
volumen del solvente y numero de extracciones pueden afectar la eficacia de
la extraccion por ultrasonido de los plaguicidassimazina, atrazina, diuron,
propanil, metomil y carbaril;si tales factores lo afectan, como es tal efecto y
cual combinacién del tiempo, volumen ynuamero de extracciones maximizan la
recuperacion.Con objeto de obtener la correspondiente tabla de analisis de
varianza (ANOVA) y los graficos de interaccion, los valores obtenidos del
disefio fueron introducidos en el programa SPSS 17.0

Se utilizé el analisis de varianza (ANOVA) para estimar la significancia de los
efectos principales y sus interacciones, tal y como se refleja en la tabla 20, para
el simazina los efectos de los factores individualesvolumeny extracciones
fueron significativos en el proceso de extraccién por ultrasonido. Es decir,
existen diferencias significativas (p<0.05) entre los niveles del volumen de
disolvente y numero de extracciones. Las interacciones de AxB (tiempo-
volumen), AxXC (tiempo Extracciones) y BxC (volumen-extracciones), también
fueron estadisticamente significativas. El factor A (tiempo de extraccion) y el

52 Amparan-Salido R, T., Lopez Téllez J, y Navarro RodriguezM. Metodologias para el estudio
del impacto de contaminantes plaguicidas. En: RETEL revista de toxicologica en linea. 2003.
p. 15-18.
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factor de interaccion triple (tiempo-volumen-extracciones) no afectan de
manera significativa la variable de respuesta (% de recuperacion).

Tabla 20. Analisis de varianza (ANOVA) para lasimazina.

Suma de cuadrados Media

Fuente tipo Il gl cuadratica F Sig.
Tiempo 0,007 1 0,007 0,001 0,975
Volumen 638,375 1 638,375 87,214 0,000
Extracciones 480,776 1 480,776 65,683 0,000
Tiempo * Volumen 1128,635 1 1128,635 154,193 0,000
Tiempo * Extracciones 60,999 1 60,999 8,334 0,011
Volumen * Extracciones 1640,404 1 1640,404 224,110 0,000
Tiempo * Volumen * 24,600 1 24,600 3,361 0,085
Extracciones
Error 117,114 16 7,320
Total 99041,983 24
Total corregida 4090,910 23

Otra manera de estudiar el efecto de un factor, es mediante un diagrama de
Pareto, ademas de mostrar si un efecto es significativo, permitevisualizaren
orden de prioridad cuales de los efectosson los mas influyentes.

La figura 16,muestra los diagramas de Pareto obtenidos, tras la realizacion de
los experimentos contenidos en el disefio experimental. En estos diagramas se
representan los efectos estandarizados de cada factor e interaccion en orden
decreciente de magnitud,la linea vertical a 2.1 (t w2y — to0.2516=2.1) muestra
el limite de decision para considerar un factor significativo (p=0.05, al 95%). Si
el valor del efecto estandarizado es mayor que 2,1, entonces el efecto sera
estadisticamente significativo. En estos diagramas, se debe tener en cuenta
gue la longitud de cada barra en las graficas es proporcional al valor asociado
al efecto estandarizado, lo que permite identificar facilmente los mas
importantes, por ejemplo para el simazina figura 16c, puede observarse que
los factores que mas influyen en la variable de respuesta (% de recuperacion)
son AxB(tiempo-volumen),B(volumen), BxC(volumen-extracciones) y
C (numero de extracciones), el factor de menor influencia es el AxC(tiempo-
namero de extracciones); el factor A (tiempo) y AxBxC(tiempo-volumen-
extracciones) no son significativos por lo tanto no influyen.
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Figura 16. Diagrama de Pareto, muestra los efectos significativos en la
respuesta para los plaguicidas de estudio.
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Por otra parte, se obtuvieron las graficas de los efectos principales y de
interaccion para cada compuesto. A continuacion se lleva a cabo el estudio
combinado de los diagramas de Pareto con los graficos de los efectos
principales y de interaccion, para cada uno de los plaguicidas, lo cual permite
obtener la informacidén necesaria para saber qué factores y de qué modo influye
significativamente el proceso de extraccion por ultrasonido. Los efectos se
estudian en el orden de mayor a menor influencia sobre la variable de
respuesta lo cual es indicado por el diagrama de Pareto.

-Simazina

El efecto del factor de interaccion AxB (tiempo-volumen) sobre la variable de
respuesta (% de recuperacion)de acuerdo con el diagrama de Pareto es uno de
los factores de mayor influencia, del grafico de interaccion de este factor figura
17a, podemos observar que cuando la extraccién se lleva a cabo a un tiempo y
volumen alto se tiene un efecto positivo, es decir, la variable de respuesta
aumenta; el grafico del factor individual B (volumen) figura 18a, también
muestra un efecto positivo a un nivel alto, lo que indica que el factor A, se
debe trabajar en el nivel méaximo, para decidir los niveles de los
factoresB(volumen) y C(extracciones) tenemos en cuenta el grafico de
interaccion BxC (volumen-extraccion) que tiene prioridad sobre los factores
individuales, este grafico de interaccion figura 17b, muestra que a un volumen
maximo con un minimo de extracciones, se obtiene una buena respuesta, el
grafico del factor individual C (extracciones) figura 18b confirma que se debe
trabajar con el minimo de extracciones, hasta ahora se ha de definido los
niveles de volumen y nimero de extracciones,para determinarcual es el nivel
mas apropiado del tiempo de extraccion tenemos en cuenta la figura 17c,en
ella podemos observar que los valores obtenidos a un nivel alto y bajo de
tiempo son similares, por lo cual, se lleva a cabo una comparacion de la
recuperaciéon media obtenida en los dos tiempos de extraccién, a un nivel
maximo de volumen y minimo de extracciones mediante un test de
comparacion (ANOVA), se encuentra que no hay diferencia significativa, por lo
tanto las mejores condiciones de extraccion para la simazina se pueden llevar
a cabo a volumen maximo, niumero de extracciones minimo y tiempo minimo o
maximo dado que las dos medias son estadisticamente iguales.
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Figura 17. Gréaficos de efectos de interaccion doble para la simazina:
(@) tiempo-volumen (AxB); (b) extracciones—volumen (BxC); (c) tiempo-
extracciones (AxC).
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Figural8. Gréficos de efectos individuales para la simazina: (a) extracciones,
(b) volumen.
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-Atrazina

La tabla de ANOVA del disefio de experimentos para la atrazina se presenta
en el anexo 17, se obtiene que todos los efectos de los factores son
significativos, lo cual es confirmado con el diagrama de pareto figura 16 (b), el
cual también muestra que el factor que mas afecta la variable de respuesta es
el de interaccion AxB (tiempo- volumen) en la figura 19, podemos observar que
la mayor recuperacion para la atrazina se obtiene a un nivel maximo de tiempo
y minimo de extracciones, para decidir cuél nivel de volumen se deberia usar
se tiene en cuenta las graficas delos efectos individuales B (volumen)y C
(extracciones) que de acuerdo con el diagrama de Pareto de la atrazina, son
lossiguientes en prioridad, la figura 20a, indica que la mayor recuperacion se
obtiene a volumen maximo y la figura 20b, confirma el efecto positivo sobre la
variable de respuesta al utilizar un minimo de extracciones.

Figural9. Graficos de efectos de interaccién doble para la atrazina: tiempo-
extracciones (AxC).
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Figura 20. Graficos de efectos individuales para la atrazina: (a) volumen, (b)
extracciones.
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Por lo tanto,del andlisis anterior de las graficas individuales y de interaccion
para la atrazina se obtiene que la mejor condicién de extraccion se lleva a cabo
con un minimo de extracciones, maximo de tiempo y volumen, condiciones
que también permiten obtener buenas recuperaciones para la simazina, esto
se explica debido a que son plaguicidas de una misma familia (triazinas) las
cuales presentan estructuras y propiedades similares.

-Propanil

De acuerdo con la tabla de ANOVApara el propanil anexo 17, todos los
factores son significativos, el efecto del factor BxC(volumen-extracciones) de
acuerdo con el diagrama de Pareto figura 16 (d), es el de mayor influencia
sobre la variable de respuesta (% de recuperacion), en la figura 21 se puede
observar que el efecto de incrementar B(volumen) es positivo siempre y cuando
C(extracciones) esté en su nivel minimo; porque si C estd en su nivel alto
ocurre un efecto negativo. El siguiente factor de influencia para el propanil es
C, su grafico de efecto individual figura 22, nos indica que a un minimo de
extracciones se logra un efecto positivo sobre el porcentaje de recuperacion lo
que confirma lo antes mencionado. De esta forma se obtiene que los mejores
niveles para los factores B y C son maximo y minimo respectivamente; para
decidir el nivel del tiempo de extraccion,se analiza la interaccion triple AxXBxC
(tiempo-volumen-extracciones), por la prioridad de esta interaccion sobre los
demas efectos,en la figura 23a y 23b se puede observar que a un volumen
maximo y minimo de extracciones, el efecto delos dos niveles del factorA
(tiempo) sobre la variable de respuesta es similar, por lo tanto,para saber si
existe diferencia significativa entre estos niveles de tiempo se realiza una test
de comparacién (ANOVA), los resultados de esta prueba indicaron que existe
diferencia significativa, por lo tanto, el efecto del factor A es mayor cuando esta
en su nivelalto a un volumen maximo y minimo de extracciones.

Figura 21. Gréfico del efecto de interaccion doble para el propanil: BxC
(volumen-extracciones).
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Figura 22. Grafico de efecto individualC (extracciones) para el propanil.
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Figura 23. Graficos de efectos triple AxBXxC (tiempo-volumen-extracciones)
para el propanil.
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-Carbaril

De la tabla de ANOVA para el carbaril (anexo 17) los efectos de los factores
individuales A (tiempo) y B (volumen) no son significativos, lo cual también se
puede apreciar con el diagrama de Pareto figura 16a, los efectos de los
factores de interaccion son los de mayor influencia,de acuerdo con los gréaficos
de interaccion figuras 24a y 24b, para la extraccion del carbaril se puede
utilizar un volumen(-), tiempo(-) y extracciones(+) o volumen(+), tiempo(+) y
extracciones(-), para decidir cudles son las condiciones de extraccibn mas
apropiadas, se realizoun test de comparacion (ANOVA), los resultados
indicaron que no hay diferencia significativa, por lo tanto, se puede utilizar
cualquiera de las dos combinaciones de niveles mencionadas anteriormente.
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Figura 24. Graficos de efectos de interaccion doble, (a): AxB, (b):AxC para el
carbaril.
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-Metomil y diuron

En el analisis de los diagramas de Paretofiguras 16e y 16d para el diuron
propanilrespectivamente y los graficos de interaccién (anexo 17) sigui6 el
mismo razonamiento que para los demas plaguicidas antes mencionados. Los
factores de mayor influencia son diferentes, sin embargo se encontré que las
mejores condiciones de extraccion para ambos compuestos se llevan a cabo a
tiempo minimo, volumen méximo ynamero de extracciones minimo.

-Parametros de la extraccion

En aras a obtener la mayor eficacia en el proceso de extraccion por ultrasonido,
para la mayoria de plaguicidas, los parametros del disefio experimental, fueron
extraccion minima, tiempo y volumen maximo, aunque los porcentajes de
recuperacion de metomil y diuron disminuyen con estos parametros de
extraccion, se obtienen valores de recuperacion alrededor del 80 %, que es
aceptable de acuerdo con las reglas establecidas por la EPA. En la tabla 21 se
han resumido las condiciones experimentales para la extraccion de los
plaguicidas simazina, atrazina, diuron, carbaril, metomil y propanil en
sedimentos.

Tabla 21. Pardmetros de la extraccion y niveles de los factores utilizados en el
disefio, asi como los valores O6ptimos hallados para la extracciébn por
ultrasonido en sedimentos.

Factor Fijo Menor Mayor Optimo
Tiempo de extraccién (min) 5 20 20
*VVolumen de solvente (mL) 5 20 20
Numero de extracciones 1 3 1
Cantidad de sedimento (g) 1 1

*Solvente acetona
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-Robustez del disefio factorial 23

Se comprobd si una modificacion en el volumen solvente puede provocar
cambios en las condiciones 6ptimas de extraccién, se realizaron un conjunto de
experimentos utilizando mayor cantidad de solvente (30mL), empleando las
condiciones de extraccion optimizadas, se realizé una prueba de comparacion
(ANOVA) y se obtuvo que no hay diferencia significativa. También se estudio
un tiempo de extracciébn mayor (30 min)con las condiciones optimizadas ya
descritas, los resultados indicaron que para todos los plaguicidas hay una
disminucion en los porcentajes de recuperacion y existe diferencia significativa.

-Influencia de la cantidad de muestra

Con objeto de comprobar si una modificaciéon en la cantidad de muestra puede
provocar cambios en las condiciones Optimas de extraccion, se realizaron un
conjunto de experimentos utilizando mayor cantidad de muestra 5.0g,
empleando las condiciones de extraccion optimizadas para 1.0 g. En la
fortificacion de las muestras se siguié el procedimiento descrito anteriormente
con algunas modificaciones (anexo 18). Los resultados que se obtienen para
cantidades de muestra del.0 y 5.0 g,no presenta diferencia significativa, para el
propanil, los demas plaguicidas presentan diferencias significativas. Para
cantidades de muestra superiores, los resultados indican que las
recuperaciones disminuyen,en la figura 25, se muestra el porcentaje de
recuperacion de los plaguicidas(simazina, atrazina, diuron, propanil, metomil y
carbaril) utilizando 1.0 y 5.0 g de sedimento

Figura 25.Influencia de Ila cantidad de sedimento utilizada en las
recuperaciones de los plaguicidas, empleando las condiciones optimizadas
para 1.0 g de sedimento.
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-Eficacia de la extraccién por ultrasonido

Se estudié la recuperacion de los plaguicidas en sedimentos fortificados a
diferentes concentraciones dentro del rango lineal evaluado a un nivel bajo,
medio y alto,utilizando las condiciones experimentales optimizadas.

Los resultados obtenidos se muestran en la tabla 22, las recuperaciones
estuvieron por encima del 80% para todos los plaguicidas, son valores
aceptables de recuperaciones ya que estan en el rango de 70 a 130 %, de
acuerdo con las reglas establecidas por la EPA, con una desviacion estandar
relativa siempre por debajo del 10 %.

Tabla 22. Porcentajes de recuperacion de los plaguicidas en sedimentos.

Compuesto Nivel % Recuperacion Promedio %CV
Alto 89,37 84,89 91,44 88,57 3,78
Simazina Medio 92,48 81,56 77,24 83,76 9,38
Bajo 86,33 87,67 91,16 88,39 2,82
Alto 87,19 83,44 86,42 85,68 2,31
Carbaril Medio 81,42 78,93 87,05 82,46 5,05
Bajo 89,38 78,85 86,68 84,97 6,44
Alto 85,68 90,75 88,95 88,46 2,90
Atrazina Medio 95,04 93,65 88,94 92,54 3,46
Bajo 95,28 87,23 85,05 89,19 6,04
Alto 84,07 86,88 89,48 86,81 3,12
Diuron Medio 85,63 87,36 88,06 87,02 1,44
Bajo 86,74 91,58 89,98 89,44 2,76
Alto 83,88 79,80 81,57 81,75 2,51
Metomil Medio 78,88 85,80 90,57 85,08 6,91
Bajo 87,91 82,14 84,74 84,93 3,40
Alto 90,30 88,65 94,39 91,11 3,24
Propanil Medio 99,25 94,88 84,12 92,75 8,40
Bajo 94,40 88,85 89,25 90,83 3,41

La extraccion se llevé a cabo por triplicado, n=3.

En la Figura 26,se muestra un cromatograma representativo del extracto que
se obtiene, tras la extraccion asistida por ultrasonidos en las condiciones
experimentales optimizadas. EI sedimento fue previamente fortificado con
una disolucién patrén a concentraciones de 0.05 mg/L (Metomil, diuron y
propanil), 0.025 mg/L (Simazina y atrazina), 0.0125 mg/L (carbaril).
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Figura 26.Cromatograma del extracto obtenido de un sedimento
fortificado.Fase moévil ACN: agua (45:55) vl/v, flujo de fase mévil 0.9 mL/ min,
UV: 218 nm, columna Cyg. (1) Metomil, (2) Simazina, (3) Carbaril, (4) Atrazina,
(5) Diuron, (6) Propanil.

El cromatograma representativo del extracto blanco de matriz para sedimentos
no se presento interferencias al tiempo de retencidon de los compuestos
(simazina, atrazina, carbaril, diuron, metomil y propanil) lo cual se puede
apreciar en el anexo 19.

5.2.2.3 Aplicacion a muestras reales

Finalmente se evalu6 la fiabilidad del método descrito analizando agua y
sedimentossuperficiales del Valle alto del rio Cauca,en el tramo
La Balsa-Anacaro (S1-S8). Se realizaron pruebas fisicas y quimicas de las
principales variables de las muestras de aguasysedimentosrecogidos en las
ocho estaciones. Entre los analisis realizados a los sedimentos estan el
contenido de particulas finas (arcillas y limos) y de MO (carbono organico), que
contribuye a determinar si un plaguicida sera retenido y ademas inferir posibles
acumulamientos a lo largo de un rio. En el anexo 20,se presentan los
resultados de estos analisis los cuales fueron realizados por el grupo de
investigacion “Produccion mas limpia” Universidad Javeriana, Cali.

-Muestras de Sedimentos

A continuacion se presentan los resultados de las concentraciones de
plaguicidas simazina, atrazina, diuron, propanil, carbaril y metomil, en
sedimentos provenientes de los muestreos realizados en Junio y Octubre del
2010 respectivamente.

Los seis plaguicidas analizados en muestras de sedimentos correspondientes
al muestreo | (Junio de 2010), estuvieron por debajo del limite de cuantificacion
o no fueron detectados,tabla 23, lo que representa un resultado preliminar
positivo, ya que esto significa que no se detecto la contaminacion por parte de
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los plaguicidas simazina, atrazina, diuron, metomil, carbaril y propanil en los
sedimentos del rio Cauca en las estaciones de S1(La Balsa) a la S8(Anacaro).

Tabla 23. Sedimentos, muestreo | (Junio 2010).

Estaciones Carbaril Simazina Atrazina Diuron Propanil Metomil
S1 La Balsa nd nd <lc nd nd nd
S2 Pte. Hormiguero nd nd nd nd nd nd
S3 Juanchito nd nd nd nd nd nd
S4 Pto. Isaacs nd nd nd nd nd nd
S5 Paso de la Torre nd nd nd nd nd nd
S6 Mediacanoa nd nd <lc nd nd nd
S7 Pte. Guayabal nd <lc nd nd nd nd
S8 Anacaro nd nd nd nd nd nd

Concentracion: ppm (reportado como mg/Kg de sedimento base seca); nd: no detectado;lc: Limite de cuantificacion

Sin embargo, en el muestreo I, en las estaciones S2 (Puente Hormiguero) a
la S6 (Mediacanoa), se encontrd la presencia de diuron con rangos de
concentracion entre 0,036 + 0,003 y 0,115 £+ 0,002 mg/Kg, en la estacion S5
(Paso de la Torre) se encontrd la presencia de simazina en concentracion de
0,093 £ 0,003mg/Kg. Se puede observar que el sitio que mayor contaminacién
presenta en cuanto a los plaguicidas de estudio es la estacion S5 (Paso de la
Torre), lo cual se puede apreciar en la figura 27.

Figura 27. Niveles encontrados de plaguicidas en sedimentos, muestreo
[I(Octubre).
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Sitio de muestreo

Para la interpretacion de los resultados, se tiene en cuenta que varios factores
puede afectar la distribucion de los plaguicidas en un ambiente determinado,
entre estos factores se encuentra la precipitacion, por lo cual se tuvo en cuenta
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el boletin informativo sobre el monitoreo del fenbmeno de "La Nifia" para el
afio 2010 (IDEAM).>®

El muestreo | se realiz6 en el mes de Junio temporada seca de mitad de afio,
las lluvias presentan una disminucion en su frecuencia e intensidad. El inicio de
la segunda temporada de lluvias del afio fue después de la segunda quincena
de Septiembre donde se registrd6 un incremento paulatino de las
precipitaciones,el muestreo Il se realizd en el mes de Octubre donde los
porcentajes de precipitacion evidenciaron los efectos climaticos de la fase de
maduracién del fenbmeno de “La Nifa”; ya que se registraron lluvias con
excesos entre moderados y altosde acuerdo con el informe de la IDEAM.

Para efectos del presente estudio esto es importante, ya que la precipitacion es
un factor influyente en la remocion de los residuos de plaguicidas y su
resultante deposicion en los sedimentos, de esa forma se explica por qué es
posible cuantificar plaguicidas los cuales en el muestreo anterior no fueron
detectados, segin Masiset al,** los contaminantes organicos usualmente,
pueden ser solubilizados y eventualmente distribuidos en el agua, luego
pueden ser adsorbidos a la superficie de las particulas de sedimento; por
consiguiente al detectarse mas residuos de plaguicidas en el muestreo Il,
puede ser resultado de una persistencia alta.

En la figura 27,también se puede observar que el diuron, se halla en todas las
estaciones desde S2 a S6,la mayor incidencia del diuron en sedimentos se
puede deber a que su persistencia varia de moderada a alta (1 mes a un afio)
y su valor de coeficiente de adsorcién del carbono organico Koc es el mas alto
en relacion con los demasplaguicidas estudiados, lo que representa una mayor
capacidad de este compuesto para ser adsorbido por la materia organica (MO)
presente en el sedimento.

Los resultados obtenidos de MO en los sedimentos se pueden apreciar en el
anexo 18. Elcontenido de MO presente en las diferentes estaciones, muestra
un comportamiento relativamente heterogéneo con rangos minimos y maximos
de 0.19 y 0.58 % respectivamente, lo cual indica una menor probabilidad de
gue los plaguicidas estudiados con valor de Koc bajo se adhieran al sedimento.
El Koc ademéas de representar la capacidad de un compuesto para ser

®3Boletin informativo sobre el monitoreo de los Fenémenos de "El Nifio" y "La Nifia" IDEAM,
2010. http://pronosticos.ideam.gov.co

**Masis F, Valdez J, Coto T y Leén S.RESIDUOS DE AGROQUIMICOS EN SEDIMENTOS DE
RIOS, POAS, COSTA RICA. Nota Técnica Agronomia Costarricense. 2008 Vol, 32(1).
ISSN:0377-9424p.113-123.
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adsorbido por la materia organica también relaciona la capacidad de adsorcién
con la arcilla presente.

-Muestras de aguas

A continuacion se presentan los resultados de las concentraciones de
plaguicidas simazina, atrazina, diuron, propanil y carbaril en aguas
provenientes de los muestreos realizados en Junio y Octubre del 2010
respectivamente.

Los niveles de los plaguicidas encontrados en muestras de aguas se detallan
en la anexo 21. De los compuestos analizados, se detectaron tres plaguicidas
gue se identifican en la figura 28, la atrazina fue el plaguicida de mayor
incidencia, el cual se encontr6 en tres de las ocho estaciones de muestreo
S1(Paso de la Balsa), S6 (Mediacanoa) y S7 (Puente Guayabal) con un
rango de concentracién entre 0,0258 + 0,0002 y 0,2405 + 0,0006 mg/L;El
carbaril solo se detectd en la estacion de S3 (Juanchito) en concentracion de
0,0125 + 0,0005 mg/Ly la simazina en la estacion S7 (Puente Guayabal) en
concentracion de 0,0248 + 0,0002 mg/L. Los demas compuestos no fueron
detectados.

Figura 28. Niveles encontrados de plaguicidasen aguas(muestreo I).
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En la figura 29, se puede apreciar que para el muestreo Il, los compuestos

mas frecuentemente encontrados pertenecen al grupo de las triazinas
(simazina y atrazina), seguido del diuron, las concentraciones de plaguicidas
halladas en los sitios de muestreo estuvieron para el diuron en un rango de
0,044 + 0,003 y0,148 + 0,002 mg/L; atrazina entre 0,026 * 0,002 y
0,029 = 0,003 mg/L y para la simazina entre 0,052 + 0,002 y
0,079 £ 0,002 mgl/L.
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Figura 29. Niveles encontrados de plaguicidasen aguas(muestreo II).
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Sitios de muestreo

Los resultados obtenidos en general muestran que en la estaciénS1(La
Balsa)durante el estudio solo se detectaun plaguicida (atrazina), entre otras
razones, porque esta ubicada en el tramo del rio con menor numero de
descargas, lo que disminuye la posibilidad de contaminacién. En las estaciones
desde S2 (Puente Hormiguero) a S6 (Mediacanoa) en aguas como en
sedimentos, se observa un incremento en la concentracion de los niveles de
plaguicidas detectados, lo que se puede deber a la mayor actividad agricola e
industrial (descargas puntuales y dispersas de la zona urbana de Cali, las
aguas residuales de la zona industrial, asi como las descargas de algunos de
los rios tributarios al rio Cauca, los cuales reciben aguas residuales industriales
y domésticas de diferentes municipios e industria). Entre la estacion S7(Puente
Guayabal) y S8 (Anacaro) disminuye la concentracion de los plaguicidas
estudiados, esto es posible debido a una recuperacion natural que presenta el
rio, un aumento en los caudales y la reduccion significativa de los aportes de
carga contaminante.

Los resultados obtenidos en este estudio sirven como base de datos y
contribuyen a la deteccion de sitios con mayor riesgo de altas descargas sobre
el rio, asi como también para poder formular estrategias de mejoramiento
ambiental.
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CONCLUSIONES

El analisis simultaneo de simazina, atrazina, diuron, carbaril y propanil, por
la técnica analitica HPLC, cumplen con los requerimientos necesarios y
aseguran, de esta manera, la calidad y la confianza de los resultados, por
ende, su aplicabilidad para el andlisis de los plaguicidas de estudio, en
matrices de aguas y sedimentos, bajo las condiciones de trabajo
establecidas.

La metodologia de extraccion fase sdlida resulté confiable para cinco de los
plaguicidas estudiados, los porcentajes de recuperacion estuvieron por
encima del 87% para los plaguicidas atrazina, diuron, propanil y carbaril,
para la simazina estaban en torno al 70%, estos son valores aceptables de
recuperaciones ya que estan en el rango de 70 a 130 % de acuerdo con las
reglas establecidas por la EPA.

El uso del disefio factorial de
tres niveles permitié6 optimizar las variables experimentales: volumen de
solvente, tiempo de extraccidon y niumero de extracciones, en la extraccion
por ultrasonido de los plaguicidassimazina, atrazina, diuron, propanil,
metomil y carbaril, en sedimentos superficiales. Las extracciones realizadas
con las condiciones experimentales establecidas presentan recuperaciones,
para todos los plaguicidas superiores al 80%, lo que estd acorde con lo
establecido por la EPA.

En general los resultados de la aplicacion de esta metodologia en muestras
reales evidencian que desde la estacionS2 (Puente Hormiguero) hasta la S6
(Mediacanoa) tanto en aguas como en sedimentos, los plaguicidas de
mayor frecuencia encontrados son la simazina, atrazina y diuron, lo que se
puede deber a la mayor actividad agricola e industrial en esta zona.

Los niveles de concentracion
de los plaguicidas alcanzados en las muestras de agua de las ocho
estaciones en los dos muestreos se encuentran en entre no detectables y
unos valores maximos de (0,2405 = 0,0006) ppm de atrazina, (0,079 %
0,002) ppm de simazina,(0,148 + 0,002) ppm de diuron, (0,0125 £+ 0,0005)
ppm de carbaril.

En los sedimentos procedentes del primer muestreo la simazina y atrazina

estaban en concentraciones abajo de los limites de cuantificacion, los
demas plaguicidas analizados no fueron detectados. En los sedimentos del
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segundo muestreo fueron encontrados dos de los ocho plaguicidas,
especificamente simazina (0,093 + 0,003)ppmy diuron(0,115 * 0,002)ppm.

Se encontro que existe contaminacion de los plaguicidas atrazina y diuron,
ya que estan por encima de los limites maximos permisibles (valor individual
maximo admisible de 0.1 mg/L) que deben cumplir los vertimientos a las
aguas superficiales, marinas, a los sistemas de alcantarillados publico y al
suelo que establece el Ministerio de Ambiente, Vivienda y Desarrollo
Territorial de la Republica de Colombia, en el proyecto de resolucion,
articulo 5, parrafo primero, Residuos de Ingredientes Activos de
Plaguicidas y de PCB.
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RECOMENDACIONES

Es importante destacar que con este trabajo se abren nuevas investigaciones,
las cuales pueden ir dirigidas, primero a ampliar la investigacion a los
metabolitos 0 compuestos de degradacién de los plaguicidas estudiados y
segundo evaluar al metomil en unametodologia permita su estudio junto a otros
plaguicidas de manera simultanea. En la extraccion de sedimentos se
recomienda utilizar mezclas de solventes para observar el efecto sobre
porcentaje de recuperacién de los plaguicidas estudiados, existen diversas
publicaciones referentes a la extraccidbn de plaguicidas con mezclas de
solventes con la que obtienen buenos porcentajes de recuperacion.

Finalmente se debe ampliar la investigacion del rio Cauca enel departamento
del Cauca, para establecer los niveles de plaguicidas cominmente usados en
esta zona en aguas y sedimentos estos Ultimos buenos indicadores para
evaluar la penetracion de estas sustancias en el medio ambiente.
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ANEXO 1.Mapa del departamento del Valle del Cauca con los sitios de muestreo.

ESTACION

$1Paso de LaBalsa
$2 Puente Hormiguero
$3 Juanchito

S4 Puerto Isaacs
S5Paso delaTorre
$6 Mediacanoa

$7 Puente Guayabal
S8 Anacaro

Abscisa (Km)

274
1135
1393
1555 — B
170.8 %o

2209 & %,

347.0 M
416.5 - zroonla..é:onca 9 f,i "
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ANEXO 2. Toma de muestra de sedimentos y aguas.

La recoleccidon de muestras de aguas y sedimentos se desarrollé en ocho puntos del
rio Cauca en el Valle alto del rio Cauca en el tramo entre La Balsa y Anacaro. En cada
sitio se establecieron las coordenadas geogréficas con GPS y las caracteristicas del
lugar, tales como el registro de las condiciones meteorolégicas al momento de la
colecta, temperatura, etc. Todas las muestras fueron tomadas en la ribera occidental
del rio, la toma de muestras se realizd por el método de “muestreo compuesto” para
sedimentos y “muestro simple” para aguas, se siguieron los protocolos de muestreo de
Water quality Sampling ISO 5667-6:2005 International Standard y RAS del Ministerio
de Desarrollo. 2000.

- Sedimentos

Se colect6 aproximadamente 1kg de muestra compuesta (20 a 30 submuestras) de
sedimento de tipo fluvial en una zona de tres metros. Las muestras se recolectaron a
5 cm del sedimento superficial hUimedo en forma oblicua con pala de acero inoxidable.
Las muestras se depositan en bolsas Ziploc® transparente debidamente etiquetadas y
se conservaran frias durante su traslado. Posteriormente el sedimento se peso y se
secO a temperatura ambiente durante un periodo de 3 a 5 dias protegido de la luz;
una vez secos los sedimentos se pasaron por un tamiz de 2 mm, se liofilizaron (con el
fin de eliminar el agua remanente y darle estabilidad a las muestras)se guardaron
hasta su posterior andlisis. A las muestras se les determind: humedad, pH, textura y
contenido de materia organica.

-Aguas

El muestreo se llevé de forma manual, el tipo de muestreo fue simple, en el momento
de la toma de muestras se hicieron 2 enjuagues previos con el agua del rio y después
la toma de la muestra de agua superficial a unos 30 cm de profundidad, las muestras
se tomaron en botellas de vidrio ambar de 1L de capacidad y refrigeradas en campo,
en el laboratorio, las muestras se conservaron en oscuridad a aproximadamente a 4°C
hasta su extraccion.A las muestras se les midieron los parametros fisicoquimicos pH,
temperatura y conductividad eléctrica, etc.

Las botellas fueron lavadas previamente con detergente neutro y agua destilada a
temperatura ambiente, posteriormente con agua destilada caliente y secadas con aire,
las tapas fueron cubiertas con papel aluminio. Las botellas fueron etiquetadas con el
nombre del lugar, fecha y hora de muestreo.
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ANEXO 3. Cromatogramas obtenidos a diferentes longitudes de onda.

Cromatogramas obtenidos a diferentes longitudes de onda A: 234 nm,B: 220 nm, C:
218nm, D: 214, E: 210 nm. (1): metomil, (2): simazina, (3): carbaril, (4): atrazina, (5):
diuron, (6): propanil.
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ANEXO 4. Determinacion del flujo 6ptimo (curva de Van Deemter).

Para seleccionar el flujo de la fase movil adecuado, se realizé la curva de Van
Deemter, la determinacion de la altura equivalente de plato teérico y la velocidad
lineal promedio se tuvieron en cuenta las ecuaciones 1, 2 y 3, se grafica v (cm/s) vs H
(cm), con los datos experimentales reportados en la tabla 1. El analito eluido fue el
propanil.

La eficacia de una columna cromatografica: la altura equivalente de plato teérico o H

y el nimero de platos teéricos N. Los dos estan relacionados por la ecuacién

L
N=p @

Donde L:longitud de la columna (cm).

La eficacia de la columna cromatografica aumenta cuando mayor es el nidmero de
platos, y cuando menor es la altura de plato.

N = 15(%)2 )

Dénde: Wes el ancho del pico a considerar y tg s su tiempo de retencion

Velocidad lineal promedio es

L

r=—

ir

Dénde: L= Longitud de la columna en centimetros (cm)
tr= Tiempo de retenciéon en segundos (s)

Datos de velocidad lineal promedio (v) y altura equivalente de plato teé6rico (H), para
curva de Van Deemter

V (cm/s) H (cm)
0,014 0,00081
0,018 0,00080
0,021 0,00074
0,026 0,00066
0,030 0,00063
0,034 0,00062
0,036 0,00065
0,037 0,00069
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ANEXO 4. (Continuacion)

Curva de Van Deemter velocidad lineal promedio (v) vs altura equivalente de plato
tedrico (H).

0,00080

0,00075

0,00070

H,cm

0,00085

0,00080

0,00055
0,014 0,018 0,024 0,028 0,034 0,038

v,cm/fs

El valor de flujo optimo obtenido mediante la curva de Van Deemter, fue de 0.9
mL/min en términos de velocidad lineal promedio 0,034 cm/s, para la columna (Alltech
C18; 3um x 4.0 x 150mm). Donde la curva presenta la menor altura equivalente del
plato tedrico, conduciendo asi a un aumento del numero de platos teéricos que es lo
apropiado a la hora de determinar el flujo.
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ANEXO 5. Factor de capacidad o retencion

Factores de capacidad a diferente proporcion de fase movil ACN-agua

Fase movil k

ACN-agua Metomil  Simazina  Carbaril Atrazina Diuron Propanil
60-40 1,202 2,811 2,928 3,709 3,913 4,688
55-45 1,320 3,342 3,676 4,591 4,934 6,108
50-50 1,466 4,088 4,792 5,883 6,506 8,343
45-55 1,674 5,238 6,655 7,973 9,215 12,285
40-60 1,929 6,840 9,505 11,049 13,532 18,733

Factores de capacidad (Ln k) de los plaguicidas en funcién

modificador organico (ACN) en la fase mavil.

del porcentaje de

Compuestos Lnk

60% 55% 50% 45% 40%
Metomil 0,080 0,120 0,166 0,224 0,285
Simazina 0,449 0,524 0,612 0,719 0,835
Carbarril 0,467 0,565 0,681 0,823 0,978
Atrazina 0,569 0,662 0,770 0,902 1,043
Diuron 0,592 0,693 0,813 0,964 1,131
Propanil 0,671 0,786 0,921 1,089 1,273

Las curvas Ln k vs % ACN se pueden ajustar a ecuaciones de segundo grado, segun

la expresion:

Lnk=a+b.(PAcn+C-(p2Acn

Coeficientes de regresion entre el factor de capacidad y el porcentaje de acetonitrilo de
la fase movil para los plaguicidas estudiados.

Compuesto a b c
Metomil 1,0722 - 0,0259 0,0002
Simazina 2,3064 -0,0484 0,0003
Carbaril 2,9596 - 0,0655 0,0004
Atrazina 2,8335 - 0,0587 0,0003
Diuron 3,3318 -0,0737 0,0005
Propanil 3,6401 -0,0785 0,0005
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ANEXO 6.Composicion de fase moévil MeOH:agua

Se calcula la composicion de la mezcla Metanol-agua de igual fuerza de elucién que
Acetonitrilo:agua (45:55).

Segun Snyder
Smeor @ MeoH=SacN @ acN

@ MeoH =Sacn @ acn
SmeoH

Donde®= fraccidon de volumen de solvente
S= fuerza elucién

Fuerza de elucion de solventes en fase reversa®

solvente Fuerza de elucién
Agua 0.0
MeOH 2.6
ACN 3.2

Una mezcla ACN:agua (45:55) tendra aproximadamente la misma fuerza de elucion
que una mezcla MeOH:agua ( 55: 45)

S5Quattrocchi O.; Abelaira S; Laba R, Introduccién a la HPLC Aplicacién y practica. 1992.
pp284.
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ANEXO 7. Cromatogramas fase mévil metanol-agua

60:40 MeOH:agua
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ANEXO 8. Prueba de normalidad (Shapiro — Wilk)

Resultados obtenidos con la prueba de Shapiro-Wilk para la linealidad y repetibilidad
instrumental con cada compuesto, utilizado el software SPSS 17.0

Shapiro-Wilk
Estadistico gl* Sig.*
0,980 5 0,937
0,814 5 0,105
Carbaril 0,796 5 0,075
0,914 5 0,494
0,910 5 0,466
0,930 5 0,596
0,814 5 0,106
0,843 5 0,174
Simazina 0,948 5 0,724
0,859 5 0,226
0,867 5 0,255
0,863 5 0,240
0,850 5 0,194
0,980 5 0,937
Metomil 0,896 5 0,387
0,905 5 0,437
0,950 5 0,740
0,840 5 0,164
0,959 5 0,798
0,797 5 0,077
Propanil 0,925 5 0,565
0,874 5 0,283
0,945 5 0,704
0,946 5 0,709
0,787 5 0,063
0,799 5 0,079
Diuron 0,920 5 0,532
0,827 5 0,132
0,931 5 0,600
0,844 5 0,176
0,901 5 0,415
0,959 5 0,801
Atrazina 0,945 5 0,700
0,798 5 0,078
0,970 5 0,877
0,792 5 0,069

*gl, grados de libertad; Sig., significancia.

Los valores para la significancia obtenidos en la prueba de Shapiro — Wilk son
superiores a 0.05, por lo que Ho se acepta y se concluye que los datos provienen una
poblacién con distribucién normaly con ello se cumple uno de los supuestos
paramétricos en los que se basa este analisis.
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ANEXO 9. Prueba de homogeneidad de varianzas (Levene)

Resultados obtenidos con la prueba de prueba de homogeneidad de varianzas para la

linealidad y repetibilidad instrumental con cada compuesto, utilizado el software SPSS
17.0

Estadistico de

Compuesto Levene gll gl2 Sig.
Carbaril 1,787 5 24 0,154
Simazina 0,879 5 24 0,510
Atrazina 1,539 5 24 0,215
Metomil 2,579 5 24 0,053
Propanil 2,367 5 24 0,070
Diuron 2,199 5 24 0,088

El p-valor asociado al estadistico de contraste es mayor que el nivel de significacion
fijado en este caso 0.05, aceptamos la Hq de igualdad de varianzas y con ello se
cumple uno de los supuestos paramétricos en los que se basa este analisis.
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ANEXO 10. Limites de deteccion y cuantificacion IUPAC

El limite de deteccién (LOD) se define como la cantidad de analito presente que se
deriva de la menor sefial analitica que puede detectarse con certeza razonable
(YLop) Si analizamos un blanco de la muestra varias veces y obtuviéramos la sefial
media (¥,)y su desviacién estandar,sg, las sefiales mayores a Vypp =¥, 355,

caerian fuera de la gausiana del blanco analitico y podriamos asignarlas a la presencia
de analito. Si tenemos una recta de calibrado de ecuacién y = bx + a, el LOD se
calcularia como:

Yiop —a
Xiop = T

Como la sefal del blanco debe coincidir con la ordenada del blanco analitico (puesto
gue es la sefal que se obtendria a una concentracién de analito igual a cero), el LOD
se calculard como:

P 35,
LoD = 7

Siendo s, la desviacion estandar de la ordenada.

El limite de cuantificacion (LOQ) se define como la cantidad de analito presente
derivada de la menor sefial analitica que puede ser medida con precision y exactitud.
De manera analoga al LOD, la IUPAC propone como LOQ al valor
Y00 = ¥,+ 10s3,lleva a una concentracion, a partir de la recta de calibrado:
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ANEXO 11. Linealidad y repetibilidad

Linealidad y repetibilidad para el carbaril

Concentracion Areal Area2 Area3 Area4 Area5 Promedio Desv,lacmn %CV
(mg/L) estandar
0,0125 4,596 4,399 4,553 4,476 4,520 4,509 0,075 1,67
0,025 10,295 9,435 9,553 9,540 9,740 9,713 0,344 3,54
0,05 19,428 20,167 20,140 19,784 20,154 19,935 0,325 1,63
0,075 29,340 29,682 30,169 29,754 30,200 29,829 0,360 1,21
0,1 38,275 39,857 39,344 39,430 39,178 39,217 0,583 1,49
0,125 49,469 49,928 49,094 49,282 50,511 49,657 0,569 1,15
Linealidad y repetibilidad para la simazina
Concentracion Areal Area2 Area3 Area4 Area5 Promedio DeS\{laC|on %CV
(mg/L) estandar
0,025 6,289 6,394 6547 6,289 6,989 6,502 0,292 450
0,05 14,661 13,835 14,131 14,132 14,131 14,178 0,299 2,11
0,1 29,455 29,832 29,973 28,990 29,632 29,576 0,382 1,29
0,15 44,426 44,826 44,566 44,967 43,457 44,448 0,594 1,34
0,2 57,120 58,290 59,107 58,290 58,290 58,219 0,709 1,22
0,25 72,484 74,973 74,533 74,134 74,133 74,052 0,942 1,27
Linealidad y repetibilidad para el metomil
Concentracion Areal Area2 Area3 Aread4 Area5 Promedio DeS\{laC|on %CV
(mgi/L) estandar
0,05 2,013 2,089 2,060 2,074 2,081 2,063 0,030 1,47
0,1 4,276 4,318 4,222 4,414 4,330 4,312 0,071 1,64
0,2 9,391 9,410 8,649 9,020 9,030 9,100 0,314 3,45
0,3 13,617 13,615 13,865 13,825 13,317 13,648 0,218 1,60
0,4 18,412 18,693 18,687 18,952 18,290 18,607 0,261 1,40
0,5 22,555 23,042 22,610 22,483 22,399 22,618 0,250 1,11
Linealidad y repetibilidad para el propanil
Concentracion Areal Area2 Area3 Area4 Area5 Promedio DeS\{|aC|on %CV
(mg/L) estandar
0,05 4,337 4,424 4,437 4,487 4,362 4,428 0,051 1,16
01 10,839 10,855 10,396 10,837 10,626 10711 0,200 1,87
0,2 22,334 21,958 22,121 22,628 22,123 22,233 0,258 1,16
03 33,731 34,909 33,092 33,790 33,800 33,864 0,655 1,93
0.4 45,321 43,327 44,044 44,311 44,320 44,265 0,716 1,62
05 57,471 56,172 54,757 55,182 55,470 55,810 0,915 1,64
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ANEXO 11. (Continuacion)

Linealidad y repetibilidad parael diuron

Conc(i:];r/igzlon Areal Area2 Area3 Area4 Area5 Promedio D:Sst\g:z;n %CV
0,05 5,485 5,469 5,019 5,324 5,441 5,348 0,194 3,63
0,1 10,919 11,088 11,444 11,003 10,919 11,075 0,218 1,97
0,2 23,127 23,371 23,801 23,433 23,433 23,433 0,242 1,03
0,3 34,714 34,783 34,390 35,678 34,573 34,828 0,499 1,43
0,4 46,548 46,172 46,647 46,012 47,360 46,548 0,524 1,13
0,5 57,363 58,365 57,095 57,094 58,096 57,603 0,591 1,03
Linealidad y repetibilidad para la atrazina

Conc(eg;r/i():lon Areal Area2 Area3 Area4 Area5 Promedio Dssst\gggg)rn %CV
0.025 5,882 5,217 5,633 5,375 5,296 5,460 0,263 4,82
0.05 12,403 11,617 11,983 12,010 11,800 11,963 0,293 2,45
01 23,982 24,429 25,293 24,638 24,206 24,510 0,502 2,05
015 36,370 37,001 37,059 35,685 37,030 36,629 0,600 1,64
0.2 48,064 49,399 50,919 49,491 50,159 49,606 1,056 2,13
025 61,245 60,746 60,995 62,583 61,121 1,338 0,720 1,17
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ANEXO12. Precision intermedia

Resultados de precisién intermedia delcarbaril.

Nivel [lppm Dia Areal Area 2 Area3  Promedio Desviacion %RDS

1 5,16 4,89 4,96 5,00 0,14 2,78

2 4,97 4,84 4,57 4,79 0,20 4,25

Bajo 0.0125 3 4,77 4,88 4,97 4,87 0,10 2,10
4 4,84 4,96 4,61 4,81 0,18 3,72

5 5,12 5,03 5,16 5,10 0,06 1,25

1 19,43 19,01 19,17 19,20 0,21 1,09

2 19,87 20,68 20,14 20,23 0,41 2,04

Medio 0.05 3 19,57 19,01 20,35 19,64 0,67 3,41
4 19,64 20,56 20,75 20,32 0,60 2,93

5 19,33 20,17 19,56 19,69 0,43 2,20

1 50,09 49,24 49,03 49,45 0,57 1,14

0.125 2 49,13 50,16 48,64 49,31 0,78 1,58

Alto 3 50,13 49,35 51,96 50,48 1,34 2,66
4 51,24 49,47 48,93 49,88 1,20 2,42

5 51,37 50,41 49,13 50,30 1,12 2,23

Anova del carbaril, nivel bajo.

Suma de cuadrados gl Media cuadrética F Sig.
Inter-grupos 0,217 4 0,054 2,525 0,107
Intra-grupos 0,215 10 0,021
Total 0,432 14

Fao=3.48 (0= 0.05, 4, 10) Fexp< Fu  2.525< 3.48

Anova del carbaril, nivel medio.

Suma de cuadrados gl Media cuadratica F Sig.
Inter-grupos 2,532 4 0,633 2,618 0,099
Intra-grupos 2,418 10 0,242
Total 4,950 14

Fiab=3.48 (a= 0.05, 4, 10); FexpS Fiap  2.618< 3.48
Anova del carbaril, nivel alto.

Suma de cuadrados gl Media cuadrética F Sig.
Inter-grupos 3,138 4 0,785 0,722 0,596
Intra-grupos 10,870 10 1,087
Total 14,008 14

Fiap=3.48 (a= 0.05, 4, 10)  Fexp< Fian 0.722< 3.48
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ANEXO12. (Continuacion)

Resultados de precisién intermedia de la atrazina.

Nivel [Jppm Dia Areal Area2 Area3 Promedio Desviacion %RDS

1 6,20 574 5,85 5,93 0,24 4,00
2 6,01 6,13 6,15 6,10 0,08 1,25
Bajo 0.025 3 5,81 5,76 5,87 5,81 0,05 0,94
4 6,25 6,13 5,83 6,07 0,22 3,58
5 5,84 5,94 5,78 5,85 0,08 1,33
1 23,98 24,43 25,29 24,57 0,67 2,71
2 23,73 23,79 24,35 23,96 0,34 1,44
Medio 0.1 3 24,37 24,68 25,03 24,69 0,33 1,35
4 23,69 23,96 24,56 24,07 0,45 1,85
5 24,50 23,92 23,90 24,11 0,34 1,42
1 61,25 63,58 60,75 61,86 151 2,45
2 61,35 59,59 61,97 60,97 1,24 2,03
Alto 0.25 3 58,97 59,45 60,63 59,68 0,86 1,44
4 60,26 61,01 62,36 61,21 1,07 1,74
5 59,46 58,48 60,14 59,36 0,83 1,40

Anova de la atrazina, nivel bajo.

Suma de cuadrados gl Media cuadrética F Sig.
Inter-grupos 0,193 4 0,048 2,013 0,169
Intra-grupos 0,240 10 0,024
Total 0,432 14

Fus=3.48 (0= 0.05, 4, 10); FerpS Fuy (2.013< 3.48)

Anova de la atrazina, nivel medio.

Suma de cuadrados al Media cuadratica F Sig.
Inter-grupos 1,295 4 0,324 1,646 0,238
Intra-grupos 1,967 10 0,197
Total 3,262 14

Fao=3.48 (a= 0.05, 4, 10);  Ferp< Fu (1.646< 3.48)

Anova de la atrazina, nivel alto.

Suma de cuadrados gl Media cuadrética F Sig.
Inter-grupos 13,419 4 3,355 2,636 0,097
Intra-grupos 12,729 10 1,273
Total 26,148 14

Frap=3.48 (G= 0.05, 4, 10) Fexp< Frab (2-636< 3-48)

95



ANEXO12. (Continuacion)

Resultados de precision intermedia del diuron.

Nivel []ppm Areal Area2 Area3 Promedio Desviacion %RDS
1 5,48 5,36 5,24 5,36 0,12 2,32
2 5,29 5,57 5,02 5,29 0,27 5,16
Bajo 0.05 3 5,12 5,09 5,43 5,21 0,18 3,52
4 5,69 5,47 5,21 5,46 0,24 4,33
5 5,41 5,15 5,46 5,34 0,17 3,13
1 23,13 22,89 21,99 22,67 0,60 2,66
2 24,36 23,55 23,37 23,76 0,53 2,21
Medio 0.2 3 23,10 22,37 23,99 23,15 0,81 3,50
4 24,37 23,80 21,35 23,17 1,61 6,93
5 22,15 24,63 23,35 23,38 1,24 5,29
1 58,10 57,98 59,63 58,83 0,92 1,57
2 63,26 60,29 61,29 59,83 1,51 2,53
Alto 0.5 3 58,01 60,13 62,99 60,83 2,50 4,10
4 61,24 57,09 58,31 61,83 2,13 3,44
5 61,37 61,17 59,99 62,83 0,75 1,19

Anova del diuron, nivel bajo.

Suma de cuadrados gl Media cuadratica F Sig.
Inter-grupos 0,095 4 0,024 0,576 0,687
Intra-grupos 0,415 10 0,041
Total 0,510 14

Fiap=3.48 (C(= 005, 4, 10) FexpS Frab (0576< 348)

Anova del diuron, nivel medio.

Suma de cuadrados gl Media cuadratica F Sig.
Inter-grupos 1,876 4 0,469 0,434 0,781
Intra-grupos 10,803 10 1,080
Total 12,679 14

Frap=3.48 (U= 0.05, 4, 10) FexpS Frab (0434< 348)

Anova del diuron, nivel alto.

Suma de cuadrados gl Media cuadrética F Sig.
Inter-grupos 20,183 4 5,046 1,745 0,216
Intra-grupos 28,915 10 2,892
Total 49,098 14

Fro=3.48 (0= 0.05, 4, 10) Fou< Fray (L.745< 3.48)
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ANEXO12. (Continuacion)

Resultados de precisién intermedia del propanil.

Nivel []ppm Areal Area2 Area3 Promedio Desviacion %RDS
1 4,42 4,56 4,35 4,45 0,11 2,45
2 4,31 4,33 4,34 4,33 0,01 0,29
Bajo 0.05 3 4,46 4,37 4,62 4,48 0,13 2,89
4 4,57 4,44 4,24 4,42 0,17 3,76
5 4,14 4,46 4,53 4,38 0,21 4,79
1 22,33 22,46 21,79 22,19 0,36 1,61
2 23,59 21,70 21,96 22,42 1,03 4,57
Medio 0.2 3 22,53 22,14 22,87 22,51 0,36 1,61
4 20,99 22,12 21,99 21,70 0,62 2,85
5 22,37 24,13 23,66 23,38 0,91 3,89
1 56,18 57,24 58,90 57,44 1,37 2,38
2 57,37 56,37 59,76 57,83 1,74 3,01
Alto 0.5 3 57,10 59,26 56,37 57,58 1,50 2,61
4 57,01 54,76 59,86 57,21 2,56 4,47
5 58,01 59,37 55,70 57,69 1,86 3,22

Anova del propanil, nivel bajo.

Suma de cuadrados gl Media cuadrética F Sig.
Inter-grupos 0,044 4 0,011 0,549 0,704
Intra-grupos 0,200 10 0,020
Total 0,245 14

Fiap=3.48 (ﬂ= 0.05, 4, 10) FexpS Frab (0-549< 348)

Anova del propanil, nivel medio.

Suma de cuadrados gl Media cuadratica F Sig.
Inter-grupos 4,527 4 1,132 2,243 0,137
Intra-grupos 5,046 10 0,505
Total 9,573 14

Fap=3.48 (U= 0.05, 4, 10) FexpS Frab (2243< 348)

Anova del propanil, nivel alto.

Suma de cuadrados gl Media cuadrética F Sig.
Inter-grupos 0,683 4 0,171 0,050 0,995
Intra-grupos 34,312 10 3,431
Total 34,994 14

Frap=3.48 (G= 0.05, 4, 10) Fexp< Frab (0-05< 3-48)
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ANEXO12. (Continuacion)

Resultados de precision intermedia de la simazina.

Nivel [Jppm Dia Areal Area2 Area3 Promedio Desviacion %RDS
1 6,55 6,85 6,68 6,69 0,15 2,24
2 6,74 6,49 6,39 6,54 0,18 2,69

Bajo 0.025 3 6,65 6,85 6,87 6,79 0,12 1,77
4 6,67 6,29 6,71 6,56 0,23 3,57
5 6,59 6,70 6,27 6,52 0,23 3,48
1 29,45 28,53 29,35 29,11 0,50 1,73
2 28,35 30,56 29,83 29,58 1,13 3,82

Medio 0.1 3 29,53 30,53 29,75 29,94 0,53 1,76
4 29,54 29,97 30,64 30,05 0,55 1,84
5 28,96 31,12 29,46 29,85 1,13 3,80
1 7248 72,58 71,05 72,04 0,86 1,19
2 73,46 72,87 74,97 73,77 1,08 1,47

Alto 025 3 73,94 72,13 72,21 72,76 1,02 1,40
4 71,01 72,53 72,13 71,89 0,79 1,09
5 73,63 72,16 73,19 72,99 0,75 1,03

Anova de la simazina, nivel medio.

Suma de cuadrados gl Media cuadratica F Sig.

Inter-grupos 1,684 4 0,421 0,620 0,659

Intra-grupos 6,796 10 0,680

Total 8,480 14

Fiab=3.48 (0= 0.05, 4, 10); FexpsS Frap  0.620< 3.48

Anova de la simazina, nivel alto.

Suma de cuadrados gl Media cuadrética F Sig.

Inter-grupos 6,959 4 1,740 2,109 0,154

Intra-grupos 8,251 10 0,825

Total 15,210 14

Fub=3.48 (a= 0.05, 4, 10); Fexp< Frap  2.109< 3.48
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Anexo 13.Estudio del porcentaje de recuperacion (Prueba t)

Si texp< tap, NO existe diferencia significativa con el 100% de recuperacion vy la
exactitud es apropiada®®. En este caso el valor de t se calcula como:

B |100 — R|4/n

P R5D

Porcentaje de recuperacion para el diuron.

Nivel Recuperacion

Bajo 104,21 97,26 105,38 Promedio (n=9) 101,29
Diuron Medio 104,90 97,25 103,61 S 4,29

Alto 95,64 106,09 97,26 RSD: 4,24

fabuiado (U:8, 0=0.05)=2.306, tep< tap (0,912 <2.306)

Porcentaje de recuperacion para el propanil

Nivel Recuperacion

Bajo 90,12 103,81 86,49 Promedio (n=9) 100,99
Propanil Medio 109,61 113,09 97,99 S 9,42

Alto 108,31 106,38 93,13 RSD: 9,33

taputado (U:8, 0=0.05)=2.306, texp< tio (0,319 <2.306)

Porcentaje de recuperacién para la simazina

Nivel Recuperacion

Bajo 69,4 68,58 71,37 Promedio (n=9) 73,59
Simazina  Medio 77,10 81,26 72,75 S 3,90

Alto 73,23 75,10 73,55 RSD: 5,30

trabulado (U:8, 0=0.05)=2.306, t experimental= 14.940, 14.940>2.306

Porcentaje de recuperacion para el metomil

Nivel Recuperacion

Bajo 17,75 18,03 17,39 Promedio (n=9) 15,86
Metomil Medio 14,25 15,28 14,51 S 1,48

Alto 14,49 15,78 15,29 RSD: 9,34

trabulado (U:8, 0=0.05)=2.306, t experimental= 27.02, 27.02>2.306

*®Quattrocchi O.; Abelaira S; Laba R, Introduccion a la HPLC Aplicacién y practica. 1992.
p. 319-321
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Anexo 14. Cromatograma del extracto blanco de matriz en la extraccion fase
solida

Cromatograma del extracto blanco de matriz. Fase mévil ACN: agua (45:55) v/v,
flujo de fase mévil 0.9 mL/ min, UV: 218 nm, columna Cgs.
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Anexo 15. Cromatogramas representativos obtenidos con diferentes solventes de
extraccion en sedimentos.

04

1|6 minl
Cromatograma A: Metanol, B: Acetonitrilo, C: Acetona, D: Hexano, E: Acetato de etilo.
Fase mdvil ACN:agua (45:55) v/v; flujo de fase mdvil 0.9 mL/ min, UV: 218 nm, columna Cjg.
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ANEXO 16.Prueba de ANOVA para la comparacion de solventes de extraccion en
sedimentos

ANOVA para el propanil

Suma de cuadrados gl  Media cuadratica F Sig.
Inter-grupos 11,650 2 5,825 1,298 0,340
Intra-grupos 26,925 6 4,488
Total 38,575 8

ANOVApara la atrazina

Suma de cuadrados gl  Media cuadrética F Sig.
Inter-grupos 93,255 2 46,628 4,222 0,072
Intra-grupos 66,259 6 11,043
Total 159,514 8

ANOVA para la simazina

Suma de cuadrados gl Media cuadrética F Sig.
Inter-grupos 65,727 2 32,864 4,177 0,073
Intra-grupos 47,205 6 7,867
Total 112,932 8

ANOVA para el diuron

Suma de cuadrados gl Media cuadrética F Sig.
Inter-grupos 1016,073 2 508,037 90,468 0,000
Intra-grupos 33,694 6 5,616
Total 1049,767 8

Comparaciones multiples HSD de Tukey para el diuron

(I) Solvente  (J) Solvente Diferencia de medias (I-J) Error tipico Sig.
Acetonitrilo 24,76894 1,93488 0,000
Acetona .
Metanol 19,30627 1,93488 0,000
o Acetona -24,76894 1,93488 0,000
Acetonitrilo
Metanol -5,46266 1,93488 0,068
Acetona -19,30627 1,93488 0,000
Metanol
Acetonitrilo 5,46266 1,93488 0,068

*La diferencia de medias es significativa al nivel 0.05.
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ANEXO16. (Continuacion)

ANOVA para el metomil

Suma de cuadrados gl Media cuadratica F Sig.
Inter-grupos 124,344 2 62,172 5,604 0,042
Intra-grupos 66,561 6 11,093
Total 190,904 8
Comparaciones multiples HSD de Tukey para el metomil
() Solvente (J) Solvente Diferencia de medias (I-J) Error tipico Sig.
Acetonitrilo -5,42260 2,71949 0,194
Acetona
Metanol 3,62262 2,71949 0,430
. Acetona 5,42260 2,71949 0,194
Acetonitrilo .
Metanol 9,04521 2,71949 0,037
Acetona -3,62262 2,71949 0,430
Metanol . *
Acetonitrilo -9,04521 2,71949 0,037

*, La diferencia de medias es significativa al nivel 0.05.
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ANEXO 17. Disefio de experimentos

Disefio de experimentos, ANOVA la atrazina.

Suma de cuadrados Media
Fuente tipo Il gl cuadratica F Sig.

Tiempo 71,277 1 71,277 22,032 0,000
Volumen 551,425 1 551,425 170,451 0,000
Extracciones 432,311 1 432,311 133,632 0,000
Tiempo * Volumen 1989,625 1 1989,625 615,013 0,000
Tiempo * Extracciones 143,179 1 143,179 44,258 0,000
Volumen * 2171,704 1 2171,704 671,295 0,000
Extracciones
Tiempo * Volumen * 88,397 1 88,397 27,324 0,000
Extracciones
Error 51,762 16 3,235
Total 98575,894 24

5499,679 23

Total corregida

Graficos de interaccion doble AxB, AxC, CxB para la atrazina.

Medias marginales estimadas de Atrazina
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ANEXO 17. (Continuacion)

Gréficos de los factores individuales A, B, C para la Atrazina.

Medias marginales estimadas de Atrazina
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Medias marginales estimadas

«

2

n
)

Medias marginales estimadas de Atrazina
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Tiempo

Diseiio de experimentos, ANOVA para el propanil.

Sumade Media
Fuente cuadrados tipo lll gl cuadratica F Sig.

Tiempo 227,932 1 227,932 31,010 0,000
Volumen 44,777 1 44,777 6,092 0,025
Extracciones 646,840 1 646,840 88,002 0,000
Tiempo * Volumen 222,821 1 222,821 30,315 0,000
Tiempo * Extracciones 68,445 1 68,445 9,312 0,008
Volumen * Extracciones 2962,504 1  2962,504 403,046 0,000
Tiempo * Volumen * 499,484 1 499,484 67,954 0,000
Extracciones
Error 117,605 16 7,350
Total 113673,807 24

4790,409 23

Total corregida
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ANEXO 17. (Continuacion)

Disefio de experimentos, ANOVA para el diuron.

Sumade Media
Fuente cuadrados tipo lll gl cuadratica F Sig.
Tiempo 335,553 1 335,553 41,902 0,000
Volumen 1397,511 1 1397,511 174,512 0,000
Extracciones 1142,916 1 1142,916 142,720 0,000
Tiempo * Volumen 31,556 1 31,556 3,941 0,065
Tiempo * Extracciones 20,535 1 20,535 2,564 0,129
Volumen * Extracciones 1654,024 1 1654,024 206,544 0,000
Tiempo * Volumen * 65,274 1 65,274 8,151 0,011
Extracciones
Error 128,130 16 8,008
Total 113150,283 24
Total corregida 4775,499 23

Graficos de interaccion doble BxC para el diuron.
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ANEXO 17. (Continuacion)

Graficos de interaccion triple AxBxC para el diuron.
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Disefio de experimentos, ANOVA para el metomil.

Sumade Media
Fuente cuadrados tipo Il gl cuadratica F Sig.
Tiempo 121,905 1 121,905 10,211 0,006
Volumen 1894,104 1 1894,104 158,652 0,000
Extracciones 142,740 1 142,740 11,956 0,003
Tiempo * Volumen 1783,478 1 1783,478 149,386 0,000
Tiempo * Extracciones 15216 1 15,216 1,275 0,276
Volumen * Extracciones 1272,107 1 1272,107 106,553 0,000
Tiempo * Volumen * 636,025 1 636,025 53,274 0,000
Extracciones
Error 191,019 16 11,939
Total 118507,625 24
Total corregida 6056,596 23
Gréficos de interaccién doble BxC, AxC para el Metomil.
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ANEXO 17. (Continuacion)

Disefio de experimentos, ANOVA para el carbaril

Sumade Media
Fuente cuadrados tipo Il gl cuadratica F Sig.
Tiempo 6,153 1 6,153 2,219 0,156
Volumen 7,926 1 7,926 2,858 0,110
Extracciones 54,216 1 54,216 19,549 0,000
Tiempo * Volumen 2522,976 1 2522,976 909,701 0,000
Tiempo * Extracciones 1412,385 1 1412,385 509,259 0,000
Volumen * Extracciones 3019,347 1 3019,347 1088,676 0,000
Tiempo * Volumen * 21,675 1 21,675 7,815 0,013
Extracciones
Error 44,375 16 2,773
Total 95963,155 24

Total corregida

7089,053 23

Gréficos de efectos de interaccion doble, AxB, AXC, BxC para el carbaril.

Medias marginales estimadas de Carbaril
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Anexo 18.Modificacién en la fortificacion de sedimentos.

En el estudio de la Influencia de la cantidad de muestra, la fortificacién de sedimentos
se modificocuando la cantidad de sedimento se aument6 1.0 a 5.0 g, por que 1 mL de
solvente no es suficiente para que se lleve a cabo una agitacién uniforme, por lo
tanto,las muestras del sedimento fortificadas se prepararon adicionando 3 mL de
mezcla estandar de plaguicidas en acetonitrilo a 5.0 g de sedimento seco tamizado
(tamafio de grano inferior a <2 mm), se agit6 magnéticamente durante una hora, el
solvente de las muestras fue evaporado a la temperatura del laboratorio (20-23°C)
durante 24 horas. Las muestras fortificadas se guardaron a 4°C hasta que se llevaron
a cabo las extracciones por ultrasonido (periodo menor a 15 dias).
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Anexo 19. Cromatograma representativo del blanco utilizado en la extraccién de
sedimentos.

Cromatograma del extracto obtenido del sedimento utilizado como blanco. Fase movil
ACN: agua (45:55) vlv, flujo de fase movil 0.9 mL/ min, UV: 218 nm, columna Cyg.
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Anexo 20.Andlisis fisicos y quimicos de aguas y sedimentos del rio Cauca

Métodos deanalisis fisicos y quimicos para sedimentos

Determinacion de Humedad.

Determinacién de Textura.

Determinacion de pH.

Mediante el método gravimétrico

Método de Bouyoucos

Método potenciométrico

Caracteristicas de las muestras de sedimentos;muestreo | (Junio 2010).

Estacion Nombre Tipo pH %MOT Clasificacion
S1 La Balsa Fluvial 5,37 0,38 Franco-Limoso
S2 P. Hormiguero Fluvial 521 Franco-Limoso
S3 Juanchito Fluvial 4,71 0,58 Franco
S4 P. Isaacs Fluvial 5,40 0,46 Franco-Limoso
S5 P. de la torre Fluvial 6,18 0,51 Franco-Limoso
S6 Mediacanoa Fluvial 6,86 0,34 Franco-Arenoso
S7 P. Guayabal Fluvial 6,23 0,58 Franco-Limoso
S8 Anacaro Fluvial 8,04 0,37 Franco-Limoso

Caracteristicas de las muestras de sedimentos; muestreo Il (Octubre 2010).

Estacion Nombre Tipo pH %MOT Clasificacion
S1 La Balsa Fluvial 5,51 0,29 Franco-Limoso
S2 Pte. Hormiguero Fluvial 5,25 0,24 Franco-Limoso
S3 Juanchito Fluvial 7,57 0,23 Franco-Limoso
S4 Pto. Isaacs Fluvial 5,67 0,32 Franco-Limoso
S5 Paso de la Torre Fluvial 6,38 0,21 Franco-Limoso
S6 Mediacanoa Fluvial 7,14 0,17 Franco-Limoso
S7 Pte. Guayabal Fluvial 6,12 0,27 Franco-Limoso
S8 Anacaro Fluvial 6,32 0,19 Franco-Limoso

Caracteristicas de las muestras de aguas

. o pH
Sitio de muestreo Ubicacién
muestreo | muestreo |
S1 La Balsa 6,66 7,49
S2 Pte. Hormiguero 6,95 7,24
S3 Juanchito 6,85 7,12
S4 Pto. Isaacs 6,86 7,02
S5 Paso de la Torre 6,82 7,26
S6 Mediacanoa 6,85 7,25
S7 Pte. Guayabal 7,33 7,23
S8 Anacaro 6,76 7,13
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Anexo 21. Resultados de los muestreos para aguas y sedimentos.

Resultados obtenidos en muestreo | (Junio 2010)para las muestras de sedimentos.

Estaciones Carbaril Simazina Atrazina  Diuron Propanil Metomil
S1 nd nd <lc nd nd nd
S2 nd nd nd nd nd nd
S3 nd nd nd nd nd nd
S4 nd nd nd nd nd nd
S5 nd nd nd nd nd nd
S6 nd nd <lc nd nd nd
S7 nd <lc nd nd nd nd

Concentracién: ppm (reportado como mg/Kg de sedimento base seca); nd: no detectado;lc: Limite de cuantificacion

Resultados obtenidos en muestreo Il (Octubre 2010), para las muestras de sedimentos.

Estaciones Carbaril Simazina Atrazina Diuron Propanil Metomil
S1 nd <lc nd nd nd nd
S2 nd <lc nd 0,074 +0,002 nd nd
S3 nd nd nd 0,036 = 0,003 nd nd
S4 nd nd nd 0,078 + 0,001 nd nd
S5 <lc 0,093 + 0,003 nd 0,115 + 0,002 nd nd
S6 nd nd nd 0,113 + 0,003 nd nd
S7 nd nd nd nd nd nd

Concentracién: ppm (reportado como mg/Kg de sedimento base seca); nd: no detectado; Ic: Limite de cuantificacién

Resultados obtenidos en muestreo | (Junio 2010), para las muestras de aguas.

Estaciones Carbaril Simazina Atrazina Diuron Propanil
S1 nd nd 0,0594 + 0,0003 nd nd
S2 nd nd nd nd nd
S3 0,0125 + 0,0005 nd nd nd nd
S4 nd nd nd nd nd
S5 nd nd nd nd nd
S6 nd nd 0,2405+0,0006 nd nd
S7 nd 0,0248 £ 0,0002 0,0258 + 0,0002 nd nd
S8 nd nd nd nd nd

nd:no detectado, Concentracion: ppm (mg/L)
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Anexo 21. (Continuacion)

Resultados obtenidos en muestreo Il (Octubre 2010), para las muestras de aguas.

Estaciones Carbaril Simazina Atrazina Diuron Propanil
S1 nd <lc nd nd nd
S2 nd 0,079 + 0,002 nd nd nd
S3 nd 0,056 + 0,005 nd nd nd
S4 nd nd nd 0,044 + 0,003 nd
S5 nd 0,052 + 0,002 nd nd nd
S6 nd <lc 0,026 + 0,002 0,093 + 0,004 nd
S7 nd nd 0,029 + 0,003 0,148 + 0,002 nd
S8 nd nd nd nd nd

nd: no detectado; Ic: Limite de cuantificacion; Concentracion: ppm (mg/L)
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