Revista EIA

UNIVERSIDAD

*EIAR

Ser,SaberyServir

QLElS

Revista EIA

ISSN 1794-1237

e-ISSN 2463-0950

Ao XIX/Volumen 20/ Edicién N.39
Enero-Junio de 2023

Reia3904 pp. 1-20

Publicacion cientifica semestral
Universidad EIA, Envigado, Colombia

PARA CITAR ESTE ARTiCULO /
To REFERENCE THIS ARTICLE /
Sarria-Villa, R.; Gallo-Corredor, J.;
Tobar, Y. Estudio de las mejores
condiciones para determinar
plaguicidas en aguas y sedimentos del
Rio Cauca-Colombia

Revista EIA, 20(39), Reia3904.

pp. 1-20.
https://doi.org/10.24050/reia.
v20i39.1608

Autor de correspondencia:

RaSarria-Villa, R. (Rodrigo)

Ph.D, Departamento de Quimica,
Universidad del CaucaCorreo
electronico:
rodrigosv@unicauca.edu.co.

Recibido: 28-03-2022
Aceptado: 12-09-2022
Disponible online: 01-01-2023

Estudio de las mejores condiciones
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1. Universidad del Cauca.

Resumen

Las diferentes actividades agricolas, industriales y econémicas generan residuos de
plaguicidas que vanllegando alos diferentes cuerpos de agua, contaminando lagos, rios, suelos,
biota, entre otros. Para realizar el seguimiento de este tipo de sustancias en el medioambiente
es necesario ajustar de la mejor forma el procedimiento de andlisis. Este trabajo permitid
establecer las mejores condiciones de extraccién y determinacién de los plaguicidas simazina,
atrazina, diuron, carbaril, propanil y metomil en aguas y sedimentos de rio. Se emplearon los
métodos de extraccién en fase so6lida (SPE) y ultrasonido para la extracciéon de plaguicidas
presentes en aguas y sedimentos respectivamente. La determinacién de los compuestos se
realiz6 por cromatografia liquida de alta resolucién (HPLC-UV). El método fue probado en
muestras de agua y sedimentos del rio Cauca en su paso por el Departamento del Valle del
Cauca-Colombia-Sur América. Se obtuvieron porcentajes de recuperaciéon por encima del 87%
para cinco de los seis plaguicidas extraidos por SPE y por encima del 80% para todos los
plaguicidas extraidos por ultrasonido. Los plaguicidas de mayor frecuencia encontrados en
aguas y sedimentos del rio Cauca fueron simazina, atrazina y diuron.

Palabras clave: Ultrasonido, SPE, Plaguicidas, Aguas, Sedimentos, Contaminacién, HPLC,
Extraccién, Estandarizacion, Separacion.
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Study of the best conditions to
determine pesticides in waters and
sediments of the Cauca-Colombia River

Abstract

The different agricultural, industrial, and economic activities generate pesticide residues that
are reaching the different bodies of water, contaminating lakes, rivers, soils, biota, among
others. In order to monitor these types of substances in the environment, it is necessary to
adjust the analysis procedure in the best possible way. This work allowed to establish the best
extraction and determination conditions of the pesticides simazina, atrazina, diuron, carbaril,
propanil and metomil in river waters and sediments. Solid phase extraction (SPE) and
ultrasound methods were used for the extraction of pesticides present in water and sediments
respectively. The determination of the compounds was carried out by high performance liquid
chromatography (HPLC-UV). The method was tested on water and sediment samples from the
Cauca River as it passed through the Department of Valle del Cauca-Colombia-South America.
Recovery percentages above 87% were obtained for five of the six pesticides extracted by
SPE and above 80% for all pesticides extracted by ultrasound. The pesticides with the highest
frequency found in the waters and sediments of the Cauca River were simazine, atrazine and
diuron.

Keywords: Ultrasound, SPE, Pesticides, Waters, Sediments, Pollution, HPLC, Extraction,
Standardization, Separation.

1. Introduccion

La contaminacién porresiduos de plaguicidas constituye un problema
actual de enorme importancia debido a los dafios potenciales de
estas sustancias sobre el medio ambiente y en la salud humana. La
contaminacion 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 adsorcion sobre el suelo,
capacidad de ionizacidn, tipo de suelo, asi como de las caracteristicas
topograficas o climaticas (Cui et al, 2020). Actualmente existen
diferentes métodos de analisis que permiten identificar y determinar
la concentracién de plaguicidas en muestras acuosas y sedimentos.
Entre las técnicas cromatograficas mas utilizadas en la actualidad
se pueden mencionar principalmente la cromatografia de gases
(GC), ampliamente empleada para el analisis multi-residual de
plaguicidas. Sin embargo, el andlisis de compuestos de alto peso
molecular, altamente polares o térmicamente labiles presenta
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grandes dificultades o es practicamente imposible de realizar
mediante cromatografia de gases (Durak et al., 2020). Este hecho ha
provocado que la cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC)
haya ido ganando terreno en el analisis de este tipo de compuestos,
existen otras técnicas cromatograficas de uso minoritario como la
cromatografia de fluidos supercriticos (FSC) y la cromatografia de
capa fina (TLC). Entre las técnicas de pretratamiento de muestras
que presentan trazas de plaguicidas se encuentran la extraccidon en
fase solida (SPE) (Pellicer-Castell et al., 2022), la micro extracciéon
en fase sélida (SPME), QuEChERS, Extraccién fase sélida dispersiva
(dSPE), barra de agitacion adsortiva de extraccion (SBSE), extraccion
fase so6lida magnética (SBSE), micro extraccion fase liquida (LPME),
micro extraccion dispersiva liquido-liquido (DLLME) y la extraccion
liquido-liquido (LLE), esta ultima cada vez menos por el uso elevado
de solventes (Nasiri et al,, 2019). Para la extraccion de plaguicidas
presentes en sedimentos se emplean técnicas con aplicacion de
calor (Soxhlet) y sin aplicacion de calor (agitaciéon o sonicacion).
La extraccion asistida por ultrasonido se ha aplicado con buenos
resultadosalaextraccionde muestrasde sedimentos, proporcionando
un contacto mas eficaz entre el sedimento y el disolvente que extrae,
traduciéndose en una mayor recuperacion de los analitos (Ruberu
et al, 2000; Babic et al., 1998). De acuerdo con lo anterior, se
determinaron las mejores condiciones para el analisis de plaguicidas
en aguas y sedimentos empleando la extraccion en fase sélida (SPE),
ultrasonido y la determinacién por cromatografia liquida de alta
resolucién (HPLC). El rio Cauca es uno de los rios mas importantes de
Colombia y brinda grandes beneficios como la generacion de energia,
extraccion de materiales, captacion de agua, pesca, recreacion, etc.
(Villamizar and Brown, 2016). El Valle del Cauca, por ser una region
eminentemente agricola, con mas de 200.000 hectareas sembradas
de caia, cultivos que emplean diferentes tipos de plaguicidas para
el control de plagas y enfermedades. Su empleo genera residuos que
terminan en las diferentes matrices ambientales, siendo necesario
analizarlos tanto en aguas como en sedimentos (Carazo-Rojas et al,,
2018). Muestras de aguas y sedimentos fueron tomadas del rio Cauca
a lo largo del tramo comprendido entre La Balsa (Cauca) y Anacaro
(Valle del Cauca) para realizar el analisis de plaguicidas.
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2. Materiales y métodos
2.1. Reactivos, solventes y estandares

Se emplearon los solventes: metanol grado HPLC, acetonitrilo grado
HPLC, acetona, acetato de etilo, metanol, acetonitrilo y hexano marca
J.T Baker. Hidréxido de sodio, marca Merck también fue empleado. Se
emplearon los estandares metomil (MET), simazina (SIM), atrazina
(ATR), diurén (DIU), propanil (PRO) de marca Qual Grade Polyscience
Nilles, iL y carbaril (CAR) Chem Service, Pureza: 99,8%.

2.2 Material de laboratorio y equipos

Se emplearon los equipos Rotaevaporador marca Heidolph Laborota
4001, Espectrofotometro ultravioleta visible GENESYS™ 6, pH-
metro InoLab WTW, Destilador Schott GENERATE, Desionizador
E&Q, Plancha Fisher Scientific, Centrifugadora Hermle Labortechnik
Z200A4, Ultrasonido Branson MT-1510, Balanza Mettler A] 150, Equipo
de SPE Supelco cat N2 5-7044, Cartuchos RP-18 (40-63pum) 500mg
Merck-LiChrolut. El andlisis cromatografico se realiz6 usando un
cromatégrafo Agilent Technologies 1100 con detector UV-Vis G1314A,
con una columna apolar Alltech C18; 3 um x 4,0 x 150 mm.

2.3. Preparacion de soluciones estandar

Se prepararon soluciones individuales patrén, pesando la cantidad
necesaria de cada plaguicida y disolviendo con acetonitrilo grado
HPLC, obteniendo las siguientes concentraciones: SIM 118 ppm, ATR
100 ppm, CAR 106 ppm, DIU 104 ppm, MET 104 ppm y PRO 106 ppm.
Posteriormente se prepard una solucién stock mezcla de todos los
plaguicidas en las siguientes concentraciones: 10 ppm (MET, DIU y
PRO), 5ppm (SIM, ATR) y 2,5 ppm (CAR). Todas las disoluciones, se
hicieron pasar a través de filtros de nylon de 0,45 pum, para posterior
inyeccién en el equipo de HPLC.

2.4. Seleccion de las condiciones de andlisis para HPLC

Para el analisis simultaneo de plaguicidas por HPLC se probaron
diferentes condiciones de longitud de onda, composicion y flujo de
la fase movil. La longitud de onda de trabajo se seleccion6 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 region de 190 a 400 nm,
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en el espectrofotometro ultravioleta-visible. Adicionalmente, se
tuvieron en cuenta los cromatogramas obtenidos a las longitudes de
onda de maxima absorcion de cada uno de los plaguicidas estudiados.
La composicidn de la fase mévil fue variada de manera isocratica, se
ensayaron diferentes fases moviles ACN: agua variando el contenido en
ACN entre 60 y 40%. Se estudio el flujo de la fase movil mas adecuado
desde 0,4 hasta 1,1 mL/min Biswas et al (2010).

2.5. Determinacion de los parametros de calidad

Se determinaron parametros de calidad del método cromatografico,
tales como precision (expresada como repetibilidad y precision
intermedia), limite de deteccion (LOD), limite de cuantificacién (LOQ)
y linealidad. La linealidad del sistema se evalué mediante la curva de
calibracion para cada uno de los plaguicidas en estudio IUPAC (1995).
La precision, en términos de areas, se evalu6 con una mezcla de
disoluciones patron, para el estudio de la repetibilidad (intra-dias) se
llev6 a cabo por quintuplicado de cada nivel de la curva en un mismo
dia, para la precisién intermedia (entre-dias) se realiz6 por triplicado
en tres niveles de concentracién dentro del rango lineal, durante cinco
dias. Para el analisis de datos y tratamiento estadistico se empleo el
programa Microsoft Office Excel 2007 y SPSS 17.0, para el analisis del
diseno experimental 23 y la realizacion de graficos.

2.6. Condiciones de extraccion de plaguicidas en sedimentos por
ultrasonido

En una primera serie de experimentos la eficiencia de extraccién
de diferentes disolventes organicos (acetona, hexano, acetonitrilo,
acetato de etilo y metanol) fue comparada. Se tom¢ 1.0 g de sedimento
fortificado con la mezcla estandar de plaguicidas, 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 bano de ultrasonido (Frecuencia 42 kHz, dimensiones
de cubeta 140x150x100 mm) manteniendo el nivel de agua sobre el
nivel del solvente, la temperatura en el bafio ultrasénico no excedi6
los 352C Vagi et al (2007). 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 sonicacién)
para la extraccion por ultrasonido, se aplic6 un disefio experimental
23, teniendo en cuenta los resultados obtenidos en las extracciones
con cada uno de los solventes, los experimentos fueron realizados
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solo con el solvente que dio el mayor porcentaje de recuperacion para
la mayoria de los plaguicidas de estudio. El estudio se realizé por
triplicado a un nivel de concentracion bajo, medio y alto.

2.7 Condiciones de extraccion de plaguicidas en aguas usando SPE

Parala extraccion de los plaguicidas por SPE se pasaron por el cartucho
deC185mLdemetanoly 10 mL de agua desionizada, se pasala muestra
a través del cartucho (500 mL), se hace un lavado del cartucho con 5
mL de agua, se deja secar el cartucho por 30 segundos, se realiza la
elucién del cartucho con 4 mL de metanol y se somete a bafio maria y
evaporacion del solvente empleando corriente de nitrégeno, se realiza
la reconstitucion con 1 mL de fase mévil (ACN:H,0 45:55), se filtr6 por
filtros de 0,45 um y se inyecté en el HPLC. Se determin6 el porcentaje
de recuperacion de los plaguicidas por SPE para aguas. El estudio se
realizé por triplicado a tres niveles de concentracion, comprendidos
en el rango lineal: 0,05, 0,2 y 0,5 mg/L (MET, DIU y PRO), 0,025, 0,1y
0,25 mg/L (SIMy ATR), 0,0125, 0,05y 0,125 mg/L (CAR).

2.8 Ensayos con muestras reales de aguas y sedimentos del rio Cauca

Los métodos fueron probados con muestras de aguas y sedimentos
recolectadas en el rio Cauca, en el tramo comprendido entre La Balsa
(Cauca) y Anacaro (Valle del Cauca) en ocho estaciones monitoreadas
regularmente por la Corporacion Autonoma Regional del Valle del Cauca
(CVC): SP1 (LaBalsa, N: 03205°10,9”; W: 76235’36.8”), SP2 (Hormiguero,
N: 03218°05.0”; W: 76228’37.0”), SP3 (Juanchito, N: 03927°01.4"; W:
769228’32.7"), SP4 (Puerto Isaacs, N: 03232°53.8”; W: 76229°09.3”), SP5
(Paso de la Torre, N: 03237°46.4”; W: 76227°06.3”), SP6 (Mediacanoa,
N: 03953°27.7"; W: 76220°56.5”), SP7 (Puente Guayabal, N: 04224°18.6";
W: 76206’04.4"), SP8 (Anacaro, N: 04247°00,6”; W: 75257°58.1"). Se
realizaron dos muestreos, uno en temporada seca (Muestreo I) y otro en
temporada de lluvias (Muestreo II), teniendo en cuenta los protocolos
de muestreo del RAS del Min. Desarrollo 2000, las muestras de agua
fueron filtradas en membranas de 0,45 um para eliminar particulas en
suspension. 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 SPE a temperatura del
laboratorio (20-23°C). Las muestras de sedimentos liofilizados fueron
homogenizadas y tamizadas a través de un tamiz de tamafio <2 mm, 1,0
g de muestra fue transferido a un erlenmeyer de 50 mL, seguidamente
las muestras fueron sometidas a extraccion por ultrasonido.
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3. Resultados y discusion
3.1. Optimizacién de la separacion de los plaguicidas por HPLC

3.1.1. Seleccion de la longitud de onda

La longitud de onda de trabajo se seleccion6 teniendo en cuenta la
maxima absorbancia; para ello, se tomaron los espectros de cada uno
de los analitos, realizando un barrido en la regién de 190 a 400 nm.
Los espectros ultravioleta para SIM y DIU se muestran en la Figura
1, se pudo apreciar que la longitud de maxima absorcién de cada
compuesto fue 220 nm (ATR), 219 nm (SIM), 219 nm (CAR), 234 nm
(MET), se obtuvieron dos maximos a dos longitudes de onda, 209 y
248 nm (PRO), 211y 249 nm (DIU). Adicionalmente se obtuvieron los
cromatogramas de cada uno de los compuestos, a diferentes longitudes
de onda Rajputetal (2018). Lalongitud de onda elegida para el analisis
fue de 218 nm, se escogi6 dicha longitud de onda tratando de obtener
la maxima respuesta posible en la determinacién simultanea de todos
los compuestos Harshit et al (2017).

Figura 1. Espectros de absorcién de los plaguicidas Simazina y Diuron.
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3.1.2. Seleccion de la fase movil

La composicién de la fase movil fue variada de manera isocratica,
verificando principalmente la resolucién (Rs) para cada composicion
de fase movil estudiada. Con un flujo de 0,9 mL/min, valor obtenido
mediante la curva de Van Deemter, se ensayaron diferentes fases
moviles ACN/H,0 variando el contenido de ACN entre 60 y 40%. La
variaciéon de la composicion de la fase movil permitié determinar la
resolucion de los picos donde se encontré que para los picos 2-3 (CAR-
ATR) y 4-5 (ATR-DIU) la resolucién es muy baja (<2,5), lo que causa

7



Estudio de las mejores condiciones para determinar plaguicidas en aguas y sedimentos del Rio Cauca-Colombia

un solapamiento entre los picos. Cuando se disminuye la proporcién
de ACN en la fase movil de 60 a 55% se obtiene una mejora en la
resolucidn, sin embargo, la resolucién entre 4 y 5 sigue inferior (<2,5).
La composicion de fase movil ACN:Agua (45:55) v/v permitié separar
los seis plaguicidas con valores de factor de capacidad (k) entre 1,6 y
12,3 y una resoluciéon mayor a 2,5. Mezclas de solventes organicos con
han agua han permitido una buena separacion de plaguicidas. (Téth
et al, 2022). Se realiz6 una elucidn isocratica, ya que permitié una
elucidén suficientemente rapida de todos los compuestos, los cuales se
separaron en menos de 17 minutos (Ver figura 2).

3.1.3 Selectividad del modificador orgdnico

La mezcla MeOH:Agua (55:45) no permitié una buena separacion
de los compuestos 2-3 (SIM-CAR), lo que muestra la selectividad del
modificador organico ACN frente al MeOH cuando son comparados
en composiciones de fase mdvil de la misma fuerza elutrépica segun
Rajputetal (2018). La composicion de fase mévil MeOH:Agua (50:50),
v/v, permitié una separacion de los picos 2 y 3 correspondientes a
la SIM y CAR, pero el tiempo de analisis se extendié por encima de
30 minutos, lo que hace que no sea apropiado, ya que el analisis se
hace demasiado largo. La fase movil con la que se obtuvo una 6ptima
separacion fue ACN: Agua (45:55) v/v. Las mejores condiciones de
separacion de los plaguicidas en estudio fueron: A=218 nm, elusién
isocratica, temperatura (20-23°C), flujo de 0,9 mL/min, volumen de
inyeccion de 20 pL, columna Alltech C,e 3um x 4,0 x 150mm y fase
movil de ACN:Agua (45:55) v/v. La Figura 2 muestra un cromatograma
de los plaguicidas en estudio a las mejores condiciones de separacion.
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Figura 2. Cromatograma bajo las condiciones éptimas en HPLC-UV. (1) MET. (2) SIM, (3)
CAR, (4) ATR, (5) DIU, (6) PRO.

3.1.4 Estandarizacion del método analitico

Para el estudio de la linealidad del sistema se prepar6 una curva
de calibracién en un intervalo de concentracién que incluy6 6
concentraciones diferentes entre 0,0125 y 0,125 mg/L para CAR,
compuesto que presentod la mayor sensibilidad, 0,025y 0,25 mg/L para
SIMy ATR, 0,05y 0,5 mg/L para el DIU, MET y PRO, que presentaron la
menor sensibilidad. Enlatabla 1, se presenta informacién que se refiere
al coeficiente de determinacion (R?), el cual expresa la proporcion de
varianza de la variable dependiente (area) que esta explicada por la
variable independiente (concentracion). Para todos los compuestos
estudiados (Tabla 1) R? toma un valor alto, por ejemplo, para el CAR
el R? (0,9993), nos indica que el 99.93% de la variacion del area esta
explicada por la concentracion. Coeficientes de determinacion de 0,997
y 0,998 para Napropamide (Herbicida) E1 y Bitertanol E2 (Fungicida)
analizados por UPLC-MS/MS (Petrie y Camacho-Muiloz, 2021).

Tabla 1. Parametros de calidad del método propuesto.

Compuesto Rangf)’de Ecuacion de recta 2 s LoQ*
concentracion (ppm) R (ppm) (ppm)
Carbaril 0,0125-0,125 y=398.7x- 0,273 0,9993 0,00123 0,00411
Simazina 0,025-0,25 y =298.1x - 0,680 0,9996 0,00505 | 0,01683
Atrazina 0,025-0,25 y = 248.75x - 0,546 0,9990 0,00231 | 0,00769
Metomil 0,05-0,5 y=46.206x-0,2119 | 0,9987 0,00774 | 0,02582
Diuron 0,05-0,5 y=116.59x- 0,314 0,9994 0,00446 | 0,01488
Propanil 0,05-0,5 y=113.48x- 0,766 0,9988 0,00557 | 0,01855

*IUPAC ppm (mg L!) o (mg Kg™)




Estudio de las mejores condiciones para determinar plaguicidas en aguas y sedimentos del Rio Cauca-Colombia

10

Los datos obtenidos de las curvas de calibracién permitieron
obtener los coeficientes de regresion que definen la ecuacién de
regresion. Los estadisticos t y sus niveles criticos (sig.) o (p-value)
obtenidos con los datos de las curvas permitieron contrastar las
hipotesis nulas de que los coeficientes de regresion valen cero en
la poblacion. Estos estadisticos t se distribuyen segin 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 plantearon dos hipdtesis: H : r,=0
entonces el coeficiente de correlacion obtenido procede de una
poblacion cuya correlacion es cero (p=0); H,: r,=0 el coeficiente de
correlacién obtenido procede de una poblacién cuya correlacién es
distinto de cero (p # 0). De los resultados obtenidos, para el CAR se
obtuvo un t >t (0,025,28)(193,710>2,048), por lo tanto, se rechazo
la H_, esta misma conclusion se obtuvo por el método del valor de
p, donde el valor de p fue menor de 0,05. Para todos los compuestos
en estudio se obtuvo que la pendiente de la recta de regresion fue
significativamente distinta de cero, lo cual nos permiti6 concluir que
entre la concentracidon y el area existe relacion lineal significativa.
En los estudios de repetibilidad, se alcanzaron coeficientes de
variacion adecuados, lo que demostro la buena precision del sistema,
observandose una variabilidad de los resultados dentro de los limites
establecidos para el método cromatografico, CV < 5,0%. Los valores
que se obtuvieron de precision intermedia para los plaguicidas
demostraron bajo la prueba de ANOVA que no existe diferencia
significativa entre las precisiones alcanzadas en diferentes dias en
cada uno de los niveles estudiados. Resultados de ANOVA para la SIM
en el nivel de baja concentracién mostraron un F ,=3,48 (a= 0,05,
4,10); FooS Fi (1,182<3,48) lo que indica que no hay diferencias
estadisticamente significativas entre el promedio del nivel de
concentracion en los diferentes dias, esta misma conclusién se obtuvo
por el valor-p > 0,05. Para los otros dos niveles de concentracion
medio y alto en los diferentes dias se obtuvieron resultados
similares. Los resultados obtenidos permitieron establecer que las
precisiones fueron aceptables para los plaguicidas SIM, ATR, DIU,
PRO, MET y CAR. El método cromatografico mostr6 ser repetitivo
encontrandose coeficientes de variaciéon (%CV) para CAR de 1,15-
3.54, SIM de 1,22-4.50, MET de 1,11-3.45, PRO de 1,16-1,93, DIU de
1,03-3,63 y ATR de 1,17-4,82. El método mostroé ser reproducible con
%CV para el rango medio, bajo y alto para CAR de 1,09-4,25, ATR
de 0,94-4,0, DIU de 1,19-6,93, PRO de 0,29-4,79, SIM de 1,03-3,82.
Los coeficientes de variacion estuvieron por debajo del 5% para la
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mayoria de los plaguicidas estudiados, comprobando la repetitividad
y reproducibilidad del método cromatografico de acuerdo con lo
establecido por USEPA (2000).

3.2. Determinacion del porcentaje de recuperacion de plaguicidas
en aguasy sedimentos

3.2.1. Porcentaje de recuperacién de plaguicidas en aguas por SPE

El porcentaje de recuperacion para SPE se evalué analizando
disoluciones estdndar que contenian plaguicidas a diferentes
concentraciones dentro del rango de concentraciones evaluado. Se
obtuvieron resultados con recuperaciones por encima del 87% para
los plaguicidas ATR, DIU, PRO y CAR, para los otros dos compuestos
éstas estuvieron en torno al 70% para la SIM y 15% para el MET.
Las desviaciones estandar relativas oscilaron entre 1,3 y 10% para
la mayoria de los plaguicidas. Estos valores de recuperaciéon son
aceptables ya que estan en el rango de 70 a 130%, de acuerdo con las
reglas establecidas por la EPA, con una desviacion estdndar relativa
por debajo del 10% de acuerdo con USEPA (2000). Para determinar la
existencia de una diferencia significativa entre la recuperacion media y
el 100% se aplic6 una prueba estadistico (test de student), los valores
de t.,, S€ compararon con los tabulados para el intervalo de confianza
requerido con n-1 grados de libertad y la exactitud se evalué para el
promedio de recuperaciones de todas las concentraciones. Si t o< T
no existe diferencia significativa con el 100% de recuperacién. Para
el CAR se obtuvo que la recuperacion media para n=9 medidas fue
99,96%, t_, (gl:8, =0,05)=2,306, como texp< t., (0,0149<2,306) para
el CAR no existe diferencia significativa entre la recuperacién media y
100%. Resultados similares se obtuvieron para DIU y PRO. De acuerdo
con lo anterior los resultados fueron satisfactorios para CAR, DIU y
PRO, al no encontrarse diferencias significativas entre los valores
obtenidos y el 100%, por lo tanto, larecuperacién media para estos tres
compuestos fue apropiada. Parala ATR, larecuperacion media paran=9
medidas fue de 91,91%, el t., (gl:8, a=0,05)=2,306, como 2,94>2,306
existen diferencias significativas entre la recuperacién media y
100%, similares resultados se obtuvieron para la SIM y MET. Para los
plaguicidas SIM, ATR y MET, 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 SIM y ATR son
aceptables de acuerdo con lo establecido con la USEPA (2000) ya que
se encuentran en el rango de 70 a 130%. Para el MET, el porcentaje de
recuperacion fue muy bajo con la metodologia propuesta, por lo que
habria que utilizar otro tipo de condiciones en la extraccién fase sélida
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con C_,, solo para este compuesto, lo cual no resulta apropiado ya que
habria la necesidad de mas muestra, reactivos, inversion de tiempo,
entre otros. Se obtuvieron resultados satisfactorios por extraccion fase
solida para los plaguicidas SIM, ATR, CAR, DIU y PRO en aguas.

3.2.2. Extraccion de plaguicidas en sedimentos por ultrasonido

En el estudio de la extraccidon de los plaguicidas en sedimentos, se
investigo la eficiencia de extraccion con diferentes solventes: acetato de
etilo,metanol,acetona,acetonitriloyhexano,los cualesabarcanunamplio
rango de polaridad. Las recuperaciones para los distintos solventes en
las muestras de sedimentos fueron entorno al 60% para la mayoria
de los plaguicidas estudiados. Se pudo 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. Los porcentajes de recuperacion obtenidos con acetona,
metanol y acetonitrilo para algunos de los compuestos fueron muy
similares, por lo tanto, se llevd a cabo un analisis de varianza (ANOVA)
de un factor para observar la existencia de diferencias significativas. Se
realiz6 la prueba de Tukey (Honest Significant Difference) cuando fue
necesario. Para el CAR, la prueba ANOVA indic6 que si existen diferencias
en al menos uno de los promedios (5,604>3,84; a= 0,05, 2, 6). Para saber
cuales medias o grupos diferian se realizé un test de comparaciones
multiples (Prueba de Tukey). Para el PRO los resultados obtenidos del
ANOVA indicaron que no hay diferencias estadisticamente significativas
entre los promedios, al comparar las recuperaciones obtenidas con
metanol, acetona y acetonitrilo. Similares resultados se obtuvieron para
SIM y ATR. Para el DIU se encontr6 que no existe diferencia significativa
entre las recuperaciones obtenidas entre acetonitrilo y metanol, pero
estos dos difieren significativamente de laacetona. Para el MET se obtuvo
que no hay diferencia significativa entre el acetonitrilo y acetona (a,
0,194>0,05), pero si existe diferencia significativa entre el acetonitrilo
y el metanol (o, 0,037<0,05). No se observé diferencia significativa
en la extraccion del CAR al usar como solvente acetonitrilo o acetona,
pero si se encontré diferencia significativa al utilizar metanol. De ahi
que para el CAR se puede usar como solvente de extraccion acetona o
acetonitrilo. Para eleccion del solvente mas adecuado para la extraccion
de los plaguicidas se escogié aquel con el que se obtuvieron mayores
porcentajes de recuperacion para la mayoria de los plaguicidas, también
se tuvo en cuenta, los criterios sugeridos por Amparan-Salido et al
(2003), de baja toxicidad, bajo costo, volatilidad adecuada para la rapida
evaporacion sin causar pérdidas de los plaguicidas, polaridad apropiada
y que produzca un extracto final libre de interferencias co-extractivas.
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La acetona cumpli6 con la mayoria de estas caracteristicas antes
mencionadas lo que permiti6 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 extraccion
con acetona, se evalud el efecto del tiempo, volumen y niimero de
extracciones en el ultrasonido. El disefio factorial 23 permitié saber
si variables como tiempo de extraccidn, volumen del solvente y
numero de extracciones pudieron afectar la eficacia de la extraccion
por ultrasonido de los plaguicidas estudiados; si tales factores lo
afectan, como es tal efecto y cual combinacion del tiempo, volumen
y nimero de extracciones maximizan la recuperacion. Se utilizé el
analisis de varianza (ANOVA) para estimar la significancia de los
efectos principales y sus interacciones, para el SIM los efectos de los
factores individuales volumen y extracciones fueron significativos en
el proceso de extraccion por ultrasonido. Se observaron diferencias
significativas (p<0,05) entre los niveles del volumen de disolvente y
numero de extracciones. Las interacciones de AxB (tiempo-volumen),
AxC (tiempo-extracciones) y BxC (volumen-extracciones), también
fueron estadisticamente significativas. Los diagramas de Pareto
permitieron observar efectos significativos, orden de prioridad y
los efectos mas influyentes. Los diagramas de Pareto permitieron
representar los efectos estandarizados de cada factor e interaccion
en orden decreciente de magnitud, la linea vertical a 2,1 (t oy ¢
02s16=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.
Para SIM y ATR (Figura 3), puede observarse que los factores que mas
influyeron en la variable de respuesta (% de recuperacion) fueron
AxB (tiempo-volumen), B (volumen), BxC (volumen-extracciones)
y C (namero de extracciones), el factor de menor influencia fue el
AxC (tiempo-numero de extracciones); el factor A (tiempo) y AxBxC
(tiempo-volumen-extracciones) no fueron significativos. Para los
demas plaguicidas, los factores que mas influyeron fueron: CAR (AxB,
AxC), MET (BxC,B,AxB), DIU (B,BxC,C) y PRO (BxC,C,AxBxC).
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Figura 3. Diagramas de Pareto para Simazina y Atrazina

Simazina Atrazina
aB | | 1 |
B | B
Be | l [
C | | N |:
B
ac o ——
A6 [ I
" | apc [
Q z 4 & B m 12 14 . |::|
Efecto estandarizado 024681012 1416 1820 22 24 26
Efecto estandarizado

Por otra parte, se obtuvieron las graficas de los efectos principales
y de interaccion para cada compuesto. Del grafico de interaccion para
SIM (Figura 4a), podemos observar que cuando la extraccion 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 4a, también muestra un efecto positivo a un nivel
alto, lo que indica que el factor A se debe trabajar en el nivel maximo.
Para decidir los niveles de los factores B (volumen) y C (extracciones)
tuvimos en cuenta el grafico de interacciéon BxC (volumen-extraccidn)
que tiene prioridad sobre los factores individuales, este grafico de
interaccion figura 4b, muestra que, a un volumen maximo con un
minimo de extracciones, se obtiene una buena respuesta. El grafico
del factor individual C (extracciones) figura 4b confirma que se debe
trabajar con el minimo de extracciones. Para determinar el nivel mas
apropiado del tiempo de extracciéon tuvimos en cuenta la figura 4c, en
ella se pudo observar que los valores obtenidos a un nivel alto y bajo
de tiempo son similares, por lo cual, se llev6 a cabo una comparacién
de la recuperacién media obtenida en los dos tiempos de extraccion,
a un nivel maximo de volumen y minimo de extracciones mediante
un test de comparacién (ANOVA), se encontré que no hay diferencia
significativa, por lo tanto las mejores condiciones de extraccién
para la SIM se pueden llevar a cabo a volumen maximo, nimero de
extracciones minimo y tiempo minimo o maximo dado que las dos
medias son estadisticamente iguales.
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Figura 4. Graficos de efectos de interaccién doble para la SIM: (a) tiempo-volumen

(AxB); (b) extracciones—volumen (BxC); (c) tiempo- extracciones (AxC).
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Para PRO se observd que el efecto del factor BxC (volumen-
extracciones) presentd la mayor influencia sobre la variable de
respuesta (% de recuperacion). Los resultados de ANOVA para el CAR
mostraron que los efectos de los factores individuales A (tiempo) y
B (volumen) no son significativos, lo cual también se pudo apreciar
con el diagrama de Pareto. Los diagramas de Pareto para los
plaguicidas DIU y PRO mostraron que las mejores condiciones de
extraccion para ambos compuestos se llevan a cabo a tiempo minimo,
volumen maximo y numero de extracciones minimo. Los resultados
del estudio de las mejores condiciones de extraccion de plaguicidas
por ultrasonido mostraron que la mayor eficacia se obtiene con un
numero de extracciones minimas, tiempo y volumen maximos. Se
realizo la comparaciéon de la variaciéon de la cantidad de muestra
de sedimento (1,0 g y 5,0 g) durante el proceso de extraccion. Los
resultados del ANOVA indicaron diferencias significativas para todos
los plaguicidas excepto para el PRO y se observé una disminucion
en las recuperaciones al incrementar la cantidad de muestra sélida.
Al incrementar la cantidad de solvente (30 mL), empleando las
condiciones de extraccion optimizadas y realizar la prueba ANOVA no
mostré diferencia significativa. Tiempos de extraccion mayores (39
min) con las condiciones optimizadas descritas mostraron disminucion
en el porcentaje de recuperacion y existe diferencia significativa. Los
porcentajes de recuperacion en sedimentos a nivel bajo, medio y alto
de concentracion se encontraron entre 81,75y 92,75% para SIM, ATR,
CAR, DIU, MET y PRO. Estos resultados estuvieron entre el rango del
70 al 130% de recuperacion establecido por la EPA y desviaciones
estandar relativas por debajo del 10%.
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3.3 Analisis de muestras del rio Cauca

Los plaguicidas analizados en muestras de sedimento (S)
correspondientes al muestreo I, no fueron detectados en el rio Cauca
en las estaciones de SP1 (La Balsa) a la SP8 (Anacaro). En la tabla 2
se presentan las concentraciones de plaguicidas para el muestreo I. Sin
embargo, en el muestreo II, en las estaciones SP2 a la SP6, se encontrd
la presencia de DIU con rangos de concentracion entre 0,036 mg/Kg
y 0,115 mg/Kg, en la estacion SP5 se encontr6 la presencia de SIM
en concentracion de 0,093 mg/Kg. Se pudo observar que el sitio con
mayor concentracion de los plaguicidas de estudio es la estacion SP5.
El muestreo I se realizé en temporada seca de mitad de afio, cuando
las lluvias presentan una disminucion en su frecuencia e intensidad. El
muestreo [ serealizé en épocadelluvias, encontrandose mayor nimero
de plaguicidas, entre los cuales el DIU estuvo presente en las estaciones
desde SP2 a SP6. La mayor incidencia del DIU en sedimentos pudo ser
bebida a que su persistencia varia de moderada a alta (1 mes a un afio)
y su valor de coeficiente de adsorcion del carbono organico Koc (680
mL/g) es el mas alto en relacion con los demas plaguicidas estudiados,
lo que representa una mayor capacidad de este compuesto para ser
adsorbido por la materia organica (%MO) presente en el sedimento
de acuerdo con Masis et al (2008). El %MO para cada estacion fue:
SP1(0,38), SP2(0,29), SP3(0,58), SP4(0,46), SP5(0,51), SP6(0,34),
SP7(0,58) y SP8(0,37). El Koc ademas de representar la capacidad de
un compuesto para ser adsorbido por la materia organica también
relacionala capacidad de adsorcion con la arcilla presente. Segin Masis
et al (2008), 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
II, pudo ser resultado de una persistencia alta de acuerdo con Sarria-
Villa et al (2016). Otro factor que puede influir en la adsorcion del
plaguicida al sedimento es el pH, el cual fue para SP1(5,37), SP2(5,21),
SP3(4,71), SP4(5,40), SP5(6,18), SP6(6,86), SP7(6,23) y SP8(8,04).
Valores de pH acidos favorecen la solubilizacidn de plaguicidas como el
clorpirifos, reduciendo su adsorcidn en sedimentos e incrementando
su movilidad segun Tao et al (2004). De los compuestos analizados en
las muestras de agua, la ATR fue el plaguicida de mayor incidencia, el
cual se encontro en tres de las ocho estaciones de muestreo en SP1,
SP6 y SP7 con un rango de concentracion entre 0,0258 mg/Ly 0,2405
mg/L. E1 CAR solo se detectd en la estacion de SP3 en concentracion de
0,0125 mg/L y la SIM en la estacion SP7 con 0,0248 mg/L. Los demas
compuestos no fueron detectados. Para el muestreo I, los compuestos
mas frecuentemente encontrados pertenecen al grupo de las triazinas
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(SIM y ATR), seguido del DIU, las concentraciones de plaguicidas
halladas en los sitios de muestreo estuvieron para el DIU en un rango
de 0,044 mg/Ly 0,148 mg/L; ATR entre 0,026 mg/L y 0,029 mg/Ly
para la SIM entre 0,052 mg/Ly 0,079 mg/L.

Tabla 2. Concentraciones de plaguicidas en sedimentos (S) y aguas (A) medidos en el

rio Cauca durante el muestreo | y muestreo II.

MUESTREO I
Esta-
cio- Carbaril Simazina Atrazina Diuron Propanil Metomil
nes
S A S A S A S A S A S A
0,0594
SP1 nd nd nd nd <lc + nd nd nd nd nd nd
0,0003
SP2 nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd
0,0125
SP3 nd i nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd
0,0005
SP4 nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd
SP5 nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd
0,2405+
SP6 nd nd nd nd <lc nd nd nd nd nd nd
0,0006
0,0248 0,0258
SP7 nd nd <lc 2 nd + nd nd nd nd nd nd
0,0002 0,0002
SP8 nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd
MUESTREO II
SP1 nd nd <lc <lc nd nd nd nd nd nd nd nd
0,074
0,079
SP2 nd nd <lc nd nd H nd nd nd nd nd
0,002
0,002
0,036
0,056 +
SP3 nd nd nd nd nd + nd nd nd nd nd
0,005
0,003
0,078
0,044+
SP4 nd nd nd nd nd nd g nd nd nd nd
0,003
0,001
0,115
0,093+ | 0,052+
SP5 <lc nd nd nd + nd nd nd nd nd
0,003 0,002
0,002
0,113
0,026 + 0,093+
SP6 nd nd nd <lc nd E nd nd nd nd
0,002 0,004
0,003
0,029 + 0,148+
SP7 nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd
0,003 0,002
SP8 nd nd nd nd Nd nd nd nd nd nd nd nd

Concentraciones en sedimentos (S:mg/kg), Concentraciones en aguas (A:mg/L), nd: No detectado
lc: Limite de cuantificacion
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Estudios indican que entre los plaguicidas mas usados en el Valle
del Cauca se encuentran simazina, atrazina, carbofuran, metomil,
mancozeb, benomyl, propineb, entre otros de acuerdo con Nivia (2000).
Niveles de oxigeno disuelto (OD mg/L) fueron medidos en SP1(7,25),
SP2(5,99), SP3(4,39), SP4(2,27), SP5(1,45), SP6(1,76), SP7(0,84) y
SP8(2,82). Niveles bajos oxigeno disuelto fueron observados en SP4,
SP5, SP6, SP7 y SP8. Bajos niveles de oxigeno disuelto pueden indicar
la presencia de bacterias aerdbicas que pueden causar la degradacion
de plaguicidas a especies menos o mas toxicas de acuerdo con Kumar
et al (2018). Los resultados obtenidos en general muestran que en
la estacion SP1 durante el estudio solo se detect6 la ATR, entre otras
razones, porque esta ubicada en el tramo del rio con menor nimero
de descargas, lo que disminuye la posibilidad de contaminacién. En las
estaciones desde SP2 a SP6 en aguas como en sedimentos, se observd
un incremento en la concentracion de los niveles de plaguicidas
detectados, lo que se puede deber a la mayor actividad agricola e
industrial. Entre la estacion SP7 y SP8 disminuye la concentracion de
los plaguicidas, esto es posible debido a una recuperacion natural que
presenta el rio, un aumento en los caudales y la reduccidn significativa
de los aportes de carga contaminante. Concentraciones de ATR y DIU
estuvieron por encima del limite permisible de 0,1 mg/L establecido
por el Ministerio de Medio ambiente de la Republica de Colombia para
aguas superficiales naturales.

4. Conclusiones

El andlisis simultaneo de SIM, ATR, DIU, CAR, PRO y MET, por la técnica
analitica HPLC cumplié 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 solida resulté confiable para
cinco de los plaguicidas estudiados, los porcentajes de recuperacion
estuvieron por encima del 87% para todos los plaguicidas excepto
para el MET. Las extracciones por ultrasonido realizadas con las
condiciones experimentales establecidas presentan recuperaciones,
para todos los plaguicidas superiores al 80%, lo que esta acorde con
lo establecido por la EPA. En general los resultados de la aplicacién de
esta metodologia en muestras reales evidencian que desde la estacion
SP2 hasta la SP6 tanto en aguas como en sedimentos, los plaguicidas
de mayor frecuencia encontrados fueron la SIM, ATR y DIU, lo que se
pudo deber a la mayor actividad agricola e industrial en esta zona.
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