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Resumen

El Mancozeb (etilenbisditiocarbamato de cinc y manganeso) es uno de los
fungicidas de mayor uso en Colombia, y esta clasificado en la categoria
toxicoldgicalV. Laetilentiourea (ETU) es el principal producto de degradacion
del Mancozeb, estando clasificada en la categoria toxicologica I debido a
que es carcinogénico y mutagénico, lo que lo convierte en un compuesto de
alto riesgo para la salud de las personas. En el presente trabajo se valido un
método de analisis de la ETU utilizando la cromatografia de liquidos (CL) con
detector de arreglo de diodos (DAD), el cual se usé para la cuantificacion de
la ETU en suelos del municipio de Marinilla (Oriente de Antioquia). El suelo
usado en el analisis de la ETU se determind como un Acrudoxic Fulvudand
medial arcilloso mezclado, isomésico; estos suelos son los mas utilizados para
la agricultura en el Departamento de Antioquia y en Colombia. El limite de
deteccion del analisis fue 0,00046 mg/L, el limite de cuantificacion fue 0,0015
mg/L y el porcentaje de recuperacion en el suelo fue 93%.

----- Palabras clave: Mancozeb, etilentiourea (ETU), cromatografia de
liquidos (CL), andisoles.

* Autor de correspondencia: teléfono: +57 +4 +219 65 71, fax: + 57 + 4 + 219 65 71, correo electronico: cagual@udea.edu.co (M. Dominguez).

42



Método analitico para la determinacion de etilentiourea (etu) subproducto del Mancozeb...

Abstract

The Mancozeb (etilenbisditiocarbamato of zinc and manganese) is one of
the fungicides of greater use in Colombia, and is classified in toxicological
category I'V. Ethylenethiourea (ETU) is the main product of degradation of the
Mancozeb, classified in toxicological category I because of its carcinogenic
and mutagenecity, which turns it a compound of high risk for people health.
In the present work a method of analysis of the ETU was validated using
the chromatography of liquids with diode array detector, which was used for
the quantification of the ETU in soils of the municipality of Marinilla (East
of Antioquia). The soil used in the analysis of the ETU was determined as
an Acrudoxic mixed argillaceous medial Fulvudand, isomésico, these soils
are used for agriculture in the Department of Antioquia and Colombia. The
detection limit of analysis was 0,00046 mg/L, the limit of quantification was
0,0015 mg/L and the percent recovery in soil was 93%.

----- Keywords: Mancozeb, etilentiourea (ETU), chromatography of
liquids (CL), andisols.

Introduccion

En Colombia se emplea un niimero apreciable de
compuestos quimicos para la proteccion de los
cultivos, sin embargo, el uso inadecuado e incon-
trolado, ha sido causa de multiples afecciones de
salud que van desde intoxicaciones leves o aler-
gias, hasta casos de carcinogénesis, mutagénesis,
teratogénesis y muerte, asi como también de la
destruccion de ecosistemas completos [1]. En La-
tinoamérica, Colombia ocupa el tercer lugar en
la utilizacion de plaguicidas, después de Brasil
y México, con un consumo anual de 21 millones
de kilogramos, de los cuales 17,1 se aplican en
el sector agrario. No obstante, Colombia supera
a dichos paises en el grado de exposicion, indi-
cador que establece la relacion entre el consumo
de un producto y la poblaciéon econdmicamente
activa en el sector agrario, siendo superada solo
por Panama y Costa Rica [2].

El departamento de Antioquia tiene una produc-
cion agricola de gran importancia para el abaste-
cimiento de otras zonas del pais, con productos
como: flores, café, frijol, papa, maiz, tomate y
hortalizas en general; cultivos con los cuales se
reconoce el uso y el abuso de los agroquimicos,
representados por herbicidas, fungicidas, insecti-
cidas y fertilizantes. Los plaguicidas mas usados

en el departamento son: mancozeb, endosulfan,
malation, carbofuran, carbaril, metomil, dime-
toato, metamidofos, metilparation, clorpirifos y
paration.

El uso exagerado, persistencia y lipofilicidad de
los plaguicidas favorece su residualidad y acumu-
lacion en alimentos, animales, aguas y suelos [3].
La contaminacién del suelo por plaguicidas se
da por aplicaciones directas en los cultivos agri-
colas, derrames accidentales, lavado inadecuado
de tanques contenedores, filtraciones en los de-
positos de almacenamiento y residuos descarga-
dos y dispuestos en el suelo. Esta contaminacion
ocasiona la degradacion de los suelos que puede
conducir a un impacto negativo en el ambiente y
particularmente en la productividad [4]. Los pro-
ductos de degradacion son compuestos derivados
de la transformacion del plaguicida por procesos
fisicos, quimicos y biologicos [5, 6], y que varios
de ellos pueden ser mas téxicos, ¢ incluso mas
persistentes, que el plaguicida original.

Uno de los fungicidas que por su alto espectro de
accion y bajo costo, que se ha venido utilizando en
grandes cantidades, son los de tipo etilenbisditio-
carbamatos (EBDTC) tales como mancozeb, di-
thane, manzeb, mancofol y manzate, entre otros.
Estos plaguicidas se utilizan en suelos destinados
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al cultivo de hortalizas y algunos tubérculos, tan-
to para el proceso de acondicionamiento del sue-
lo (accion preventiva) como para su aplicacion
sobre la planta (accion correctiva). Sin embargo,
ellos se degradan rapidamente en metabolitos
mas toxicos, entre ellos la etilenotiourea (ETU),
de caracteristicas cancerigenas, teratogénicas y
mutagénicas, con un amplio efecto antifiingico, y
que aportan metales como manganeso y cinc que
pueden generar un desequilibrio nocivo entre mi-
cronutrientes o macronutrientes para los cultivos
[7]. La ETU se produce por multiples mecanis-
mos de degradacion como la hidrolisis, oxidacion
o degradacion microbiana [8].

En el Oriente antioquefio se encuentran suelos
Andisoles, altamente conocidos por sus propie-
dades morfologicas, fisicas y quimicas unicas,
atribuidas a la fraccién arcilla de composicion
amorfa y a la formacion de compuestos alumi-
nio-humus. Estos suelos poseen altos contenidos
de materia organica, alta capacidad de fijar fos-
fatos, baja densidad aparente asi como aluminio
e hierro extractables con oxalato acido de amo-
nio, relacionados con contenidos proporcionales
de vidrio volcanico y cantidades significativas
de alofana, imogolita, ferrihidrita y/o complejos
aluminio-humus que son nombradas como mine-
rales de bajo grado de cristalizacion (mbgc) [9].
Las particulas pequenas de los minerales de bajo
grado de cristalizacion (mbgc) que contienen los
Andisoles absorben iones para equilibrar la carga
de las particulas. Las cargas insaturadas son en
su mayoria negativas, por ello, son los cationes
los que se adsorben. Tales iones se pueden inter-
cambiar por otros debido a que permanecen en la
superficie y no en el seno del cristal. Esto retrasa
la pérdida de iones del suelo y los retiene en esta-
dos disponibles para que puedan ser captados por
las plantas [10].

Materiales y métodos

Equipos

Cromatégrafo liquido de alta resolucion Agi-
lent technologies modelo 1100, equipado con
bomba cuaternaria G1311A, detector de arreglo
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de diodos DAD G1315B ¢ inyector automatico
G1329A modelo 1200, Columna Zorbax 5B-C18
(250 x 4.6 mm y 5 um de tamafio de particula),
membrana de PVDF 0,45 um de poro, 13 mm de
diametro (Millex-HV). Vortex marca IKA Words,
modelo MS1, bafo maria marca Yamato, mode-
lo BM200, bafio de ultrasonido marca Branson,
modelo 2510 y centrifuga marca Indulab Serie
4610 acoplada con un rotor para tubos falcon de
50 mL.

Patrones, solventes y reactivos

2-imidazolidinethione (etilentiourea), pureza de
99% (Chem Service), agua milliQ (agua desio-
nizada) obtenida al pasar agua destilada por un
equipo de Millipore Simpak ORI, Acetonitrilo
grado cromatografico, Hidroxido de Sodio, Gra-
do reactivo (Merk) y Dithane- M45 wp NT, (Dow
agrosciences).

Procedimiento
Suelos

Las muestras analizadas se recolectaron en suelos
cultivados con tomate chonto bajo invernadero.
En el suelo se realiz6 una calicata de dimensiones
1.00 x 0.50 x 1.50 metros lo que facilité su mues-
treo. Definidos los diversos horizontes del suelo
(Ap 0- 38cm, Ah de 38 — 46cm y A/Bw de 46 —
55cm en el espesor del suelo), se procedié a medir
algunos parametros como pH, textura, estructura,
color, porosidad, consistencia, plasticidad, etc.
Cada horizonte, una vez descrito, fue muestreado
tomando aproximadamente 1 kg de muestra y se
empacoé en bolsa plastica hermética, y se llevo al
laboratorio del grupo GDCON (En la sede de in-
vestigaciones Universitarias, Medellin) con el fin
de realizar los analisis cromatograficos para deter-
minar la concentracion de la ETU en las muestras
recogidas en campo. La procedencia y la descrip-
cion del suelo se presentan en la tabla 1.

Propiedades fisicoquimicas del suelo

Las propiedades se determinaron siguiendo la
metodologia utilizada en el Laboratorio de Sue-
los del Instituto Geografico Agustin Codazzi.
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Tabla 1 Descripcidn y propiedades del suelo en estudio

Horizontes
Parametros**
Ap Ah A/Bw
Taxonomia Acrudoxic Fulvudand medial arcilloso mezclado, isomésico
Uso Actual Cultivo de tomate chonto bajo invernadero

Municipio de Marinilla, Departamento de Antioquia, Cuenca media de la
quebrada La Marinilla, Vereda Juan Bosco. Altitud: 2430 msnm.

Posicion fisiogréfica: Parte media de la ladera de colinas bajas,
redondeadas, desarrolladas en saprolito de anfibolita y recubiertas con
ceniza volcanica, régimen climatico Udico, bien drenado.

Localizacion geografica

Horizonte Profundidad (cm) 0-38 38-46 46 - 55
Textura* FA LAr ArL
pH * (1:1) 5,87 5,28 5,63
Materia Orgéanica (M.O.) (%) ** 8,10 24,14 16,72
Fésforo Disponible (mg/L)
15,10 1,60 2,40
(Bray Il modificado ) **
Capacidad intercambio catiénico (CIC) 8.11 74,90 55,40
(cmol/kg de suelo) **
Ca? - intercambiable (cmol/kg de suelo) ** 3,50 1,70 0,93
Mg?* - intercambiable (cmol/kg de suelo) ** 0,69 0,40 0,25
K* disponible (cmol/kg de suelo) ** 1,30 0,88 0,74
Boro disponible (cmol/kg de suelo) ** 5,51 3,09 2,09
Acidez intercambiable (Al) 150 0,80 012

(cmol kg de suelo) **

* Corresponden a las texturas al tacto y a los pH realizados en campo.

#*METODOS: Textura: Bouyoucos; A.L: con KCI; Fosforo disponible: Bray II; MO: Walkley - Black; CIC y bases intercambiables (Ca?",
Mg?, K*): Acetato de amonio 1 normal y neutro; Boro disponible: agua caliente.

Extraccion de la ETU del suelo  Para la determinacion del porcentaje de recu-
peracion se emplearon 1,5 g de suelo andico, a
los cuales previamente se le agreg6 ETU a tres
niveles de concentraciones (79,7, 246,1 y 5222
mg/L), realizandose la extraccion con el procedi-

miento descrito en la Figura 1.

Los ensayos se realizaron con suelo andico
hiimedo, ya que este tipo de suelos en condi-
ciones de sequedad puede producir cambios
importantes en las propiedades de los suelos,
hasta el punto de dificultar la extraccion debi-

do a la retraccion que sufren los suelos por la
presencia de las estructuras aléfanas e imogo-
lita [11,12].

Andlisis Cromatogréafico

Las condiciones cromatograficas para el analisis
de la ETU en los suelos se encuentran resumidas
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en la tabla 2. La idoneidad del sistema se eva-
lué mediante la determinacion de los parametros:
factor de capacidad, resolucion, factor de separa-
cion y asimetria.

Se agregd 20mL de
1,5g de suelo agua milliQ a pH de
humedo 10,5 en un

tubo Falcon

Bafio Maria a 70°C
durante 8 min

Se agit6 por 2 min a
1600 rpm en el vortex

Centrifugar la
muestra durante
> 10 min a una
velocidad de

2700rpm

Bafio de ultrasonido
por 13 min a 70°C

¢

Separar el
sobrenadante y
realizar una segunda
extraccion

Figura 1 Extraccion de la ETU en suelo

Tabla 2 Condiciones cromatograficas para la
determinacién de ETU en suelo

Pari
, arametros Metodologia Analitica
instrumentales

Longitud de onda (nm) 232

Temperatura °C 25

Vol I i6

olumen de Inyeccion 20

()
Zorbax C18 250mm

Columna x 4,6 mm 1.D, 5pm
Fase Mévil Agua — Acetonitrilo (98:2)
Flujo (ml/min) 0,9
Tiempo de Corrido (min) 7
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Resultados y Discusion

Suelo

El suelo estudiado presenta propiedades quimi-
cas tipicas de los Andisoles, correspondientes de
la cuenca de la quebrada La Marinilla en general
del Oriente Antioquefio [13,14]. Es un suelo fuer-
temente acido en la superficie hasta moderada-
mente acido en la profundidad con alto contenido
de materia organica, pobre en bases intercambia-
bles y presenta disminucion del fosforo disponi-
ble a medida que se incrementa la profundidad
del perfil. La capacidad de intercambio cationica
efectiva (CICE) es alta, lo que indica, junto con
el pH, que su carga variable es de alta densidad.
De acuerdo a lo anterior, se trata de un suelo con
bajo nivel de fertilidad que proporciona bajo con-
tenido de macro y micronutrientes en las plantas
y que podria presentar toxicidades por aluminio,
hierro y manganeso, de acuerdo a la caracteriza-
cion quimica y fertilidad de Andisoles del Orien-
te Antioqueno [15]. El suelo estudiado cumple
los conceptos centrales de la clasificacion taxo-
némica norteamericana [16] y ha sido clasifica-
do como: Acrudoxic Fulvudand medial arcilloso
mezclado, isomésico.

Validacion

Se realizaron curvas de calibracion a dos rangos
de concentracion, una entre 0,015 y 1,0 mg/L (Fi-
gura 2) y otra entre 0,2 y 15,0 mg/L (Figura 3),
cuyos datos se analizaron con el programa Stat-
graphics version 5.6 plus, mostrando que existe
una fuerte relacion entre la concentracion y su
respuesta medida como area (coeficientes de co-
rrelacion de 0,999). La ETU se cuantifico a una
longitud de onda de 232 nm y el tiempo de reten-
cion de la ETU fue 4,7 minutos (Figura 4). Cada
una de las muestras se inyecto por duplicado y en
algunas ocasiones hasta por triplicado, para lo-
grar una mayor reproducibilidad y confiabilidad
en el dato obtenido.

En la tabla 3 se observan los pardmetros de linea-
lidad, precision, repetibilidad, reproducibilidad y
exactitud, los cuales cumplen con los criterios de



aceptacion postulados para la validacion de mé-
todos analiticos por CL de Quattochi [17]. Las
curvas de calibracion exhiben un amplio rango
de linealidad lo que permite analizar las muestras
sin muchas restricciones en la concentracion de
la muestra extraida. La repetibilidad y reprodu-
cibilidad es buena, menos del 5% de coeficiente
de variacion, y el modelo exhibe un amplio ran-
go de linealidad, lo que permite un buen nivel de
sensibilidad para la deteccidon de concentraciones
bajas de la ETU.

250

200

y =200,919x - 3,374
R?=0,999

150

Area

100

50

0

? o Cuncenlr::c'm(ppm) ° 1 "
Figura 2 Curva de calibracion de la ETU (0,015 - 1
mg/L)

Tabla 3 Validacién del método analitico
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Figura 3 Curva de Calibraciéon de la ETU (0,2-15
mg/L)

De acuerdo al limite de cuantificacion del método
(1,5 pg/L) se pueden analizar muestras con muy
baja concentracion, y no se requeriria para estas
muestras realizar grandes preconcentraciones de
la muestra. Las muestras de suelos que se usaron
para la determinacidn del porcentaje de recupera-
cion, no presentaron concentracion de ETU (por
debajo del limite de deteccion) durante los tres
meses de muestreo, y por lo tanto, la recupera-
cion que se realizara en el procedimiento era de-
bido al que se agregara a la muestra de suelo.

; Procesamiento Criterios de
Parametro . Resultados ..
estadistico aceptacion
Coeficiente de correlacion | r?= 0,999 r’=0,98
y determinacion r=20,999 r=0,99
CV=10,1069
Test de f & CV,=16%
Linealidad Loy 179,672 t >t
LINEALIDAD t,,.2313 exp” tab
t 1,939
Test de proporcionalidad t:: 2: 313 <t
Ecuacion de regresion Area = 205,132
g Concentracion — 16,684
PRECISION Conc.baja  Conc. media Conc. alta
thili 0,
Repet|b|l|(lia.dl y /oCVrepet 1,009 0,594 1,435 %OV <5
Reproducibilidad | %CV,__, 0,587 1,727 0,445
t 1,727
EXACTITUD t tudent op= ? t <t
CTITU de Studen £ 1,739 oS b
Limite de Deteccion (LD) | Limite de Cuantificacion (LC)
SENSIBILIDAD
0,00046mg/L 0,0015mg/L
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Figura 4 Cromatograma del anélisis de la ETU a
diferentes concentraciones.

El volumen de solucion extractora (tabla 4) con
el que se alcanzod los mejores porcentajes de re-
cuperacion fue con 40 mL (93, 92 y 92% para
cada nivel de concentracion).

El tiempo de la homogenizacion de la matriz
en el solvente con el fin de extraer el analito,

el mayor porcentaje de recuperacion se obtuvo
dejandolo 2 minutos. Tanto con el bafio maria
y como con el bafio ultrasonido, el porcentaje
de extraccion aument6 al elevar la temperatura
hasta 70°C debido a que la solubilidad del ana-
lito se incrementa proporcionalmente con el au-
mento de la temperatura.

El mayor porcentaje de recuperacion (90%) en la
extraccion de la ETU ocurrié a pH 10,5, lo cual se
debe a que la ETU cuando no tiene protonados los
nitrégenos es mas soluble a pH basico. Sin em-
bargo, a pHs muy altos, por arriba de 12,0, se difi-
culta la extraccion por la solubilizacion de los aci-
dos humicos y fulvicos que contiene el suelo, los
cuales le dan una coloracién vino tinto al solvente,
que permanecia a pesar de filtrar la muestra, y que
no es conveniente inyectarla al cromatografo para
no deteriorar la columna o ensuciar el detector.

Tabla 4 Porcentajes de recuperacion con diferentes volimenes de extraccién

Volumen de extraccion

Concentracioéon de la ETU

o .. Coeficiente de
% de recuperacién

variacién
79,78 54,30 2.76
25 mL 280,43 66,58 1,18
552,66 78,10 2,28
79,78 76,24 0,48
30 mL 280,43 82,56 1,77
552,66 82,59 4,27
79,78 93,86 1,22
40 mL 280,43 92,98 2,46
552,66 92,93 0,63
79,78 75,02 1,93
50 mL 280,43 83,25 3,74
552,66 85,63 1,17
Conclusiones El método validado tuvo un limite de cuantifi-

El suelo estudiado es un Acrudoxic Fulvudand me-
dial arcilloso mezclado, isomésico, que se encuen-
tra cultivado con tomate chonto bajo invernadero.
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cacion de 1,5 pg/L, que es muy bajo, apropiado
para determinar la residualidad de plaguicidas en
suelos andicos, no reportados previamente.



El método presenta un amplio rango de lineali-
dad que permite la cuantificacion de la ETU en
un amplio rango de concentraciones.

La metodologia de extraccion permite altos por-
centajes de recuperacion disminuyendo los efec-
tos de matriz.

La buena repetibilidad y reproducibilidad obteni-
da con el método, garantiza la precision, permi-
tiendo la aplicabilidad de la técnica para el anali-
sis de la ETU por métodos cromatograficos.
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