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Resumen

Cuando se aplican plaguicidas al cultivo de manera foliar o directamente en el suelo se
produce un depdsito en la planta como en el suelo. Los residuos de plaguicida acumulados
en el suelo pueden pasar por diferentes procesos (degradacion, volatilizacién, adsorcién,
lixiviacion, entre otros.) que determinaran su destino en el medio ambiente. Ademas,
cuando el plaguicida es usado de forma indiscriminada produce efectos negativos sobre
los seres vivos y los diferentes compartimientos ambientales. Sin embargo, se ha
encontrado que una forma de evitar estos efectos es la adicion de materia organica
exégena en forma de lombricompost, debido a que, esta presenta sustancias parecidas a
las sustancias humicas que ademas de mejorar las condiciones del suelo, incrementan la

actividad microbiana y contribuye a la retencién de metales pesados y plaguicidas.

Dentro de la amplia variedad de plaguicidas utilizados en la regién, se seleccion6 como
objeto de estudio en este trabajo el insecticida clorpirifos, debido a su uso extensivo en
cultivos y a nivel urbano, por sus efectos adversos en el ambiente y el hombre y como
materia organica exdégena un lombricompost comercial, con el fin, de determinar el efecto

de la adicion del lombricompost sobre la retencion y degradacion.

Por otro lado, se hace necesario implementar técnicas analiticas capaces de determinar
estos residuos de una manera fiable, con procedimientos de extraccion efectivos y rapidos
gue requieran volumenes minimos de disolventes toxicos y el uso de indices de impacto
como el de lixiviacion GUS (Groundwater Ubiquity Score) y el indice de Percolacion,
Bioacumulacién y Toxicidad (PBT) que permitan una evaluacion de riesgos. Mediante
estos sistemas de analisis, se podra ademas, iniciar en el estudio de los diferentes
procesos que van a determinar el destino ambiental de los plaguicidas después de su

aplicacion.



Vi Resumen

En este trabajo, Se evalué el efecto de un lombricompost en la adsorcion y desorcién de
clorpirifos en un Inceptisol del Valle del Cauca, por el método Batch, mediante un disefio
experimental aleatorio con arreglo factorial, tres tratamientos (T1=0%, T2=20% y T3=50%
de adicion de lombricompost) con tres réplicas cada uno. Los datos se ajustaron a los
modelos de adsorcién de Langmuir, Freundlich y lineal, obteniéndose un mejor resultado
por Freundlich (R? entre 0,9169 y 0,9511). El valor de K del clorpirifos en T1 (175,41 L/kg
+ 10,73 L/kg) fue significativamente inferior a los valores de K¢ en T2 (226,48 L/kg + 23,55
L/kg) y T3 (454,86 L/kg + 51,58 L/kg), demostrando que, el lombricompost incrementd la
capacidad de adsorcion y disminuyo los porcentajes de desorcidn del clorpirifos en el suelo.
Por otro lado, se encontraron valores de K, para Clorpirifos entre 2780,10 a 5039,79 L/kg,
indicando un riesgo bajo de lixiviacion a través del perfil del suelo, dado que esta
fuertemente adsorbido a sus componentes organicos y minerales, impidiendo la

contaminacion de aguas subterraneas

Ademas, se evaluo la degradacién en laboratorio estimando el tiempo de permanencia del
clorpirifos mediante el célculo de la vida media (t12), en diferentes periodos de tiempo (0,
7,14, 21, 35 y 45 dias) utilizando un disefio completamente aleatorio con arreglo factorial
con los tratamientos utilizados anteriormente. Los datos se ajustaron a una cinética de
primer orden con coeficientes de correlacion mayores a 0.9581. No se encontraron
diferencias significativas en los valores de los ti> de los tratamientos T1 y T2, mientras que
el t12 del T3 fue inferior, ademas, este tratamiento fue el que presenté mayor actividad
microbiana (medida como evolucion de CO;), demostrando la bondad del lombricompost

en acelerar la degradacion del clorpirifos

Los resultados de la adsorcién y degradacion mostraron que la adicion de lombricompost
incrementd la adsorcion del clorpirifos y disminuyé el tiempo de permanencia de este
plaguicida en el suelo. Por otro lado, los indices de GUS y PBT determinados mediante el
coeficiente de distribucion suelo-carbono organico, Ko, y ti2 clasificaron al clorpirifos de
bajo riesgo en los tres sustratos empleados bajo condiciones de laboratorio Quedan
interrogantes a resolver en cuanto a los procesos que pueden ocurrir en campo bajo

diferentes condiciones edafocliméaticas.

Palabras Claves: Clorpirifos, adsorcion, desorcién, degradacion, indice de lixiviaciéon GUS,
indice PBT



Abstract

When pesticides are applied to the crop in a foliar way or directly in the soil, a deposit is
produced in the plant as in the soil. Pesticide residues accumulated in the soil can pass
through different processes (degradation, volatilization, adsorption, leaching, among
others), which will determine their duration in the environment. In addition, when the
pesticide is used indiscriminately it produces negative effects on living beings and different
environmental compartments. However, it has been found that one way to avoid these
effects is the addition of exogenous organic material in the form of vermicompost, because
it presents substances similar to humic substances that, in addition to improving soil
conditions, it also increases microbial activity and contributes to the retention of heavy
metals and pesticides.

Within the wide variety of pesticides used in the region, the chlorpyrifos insecticide was
selected as the object of study in this work due to (i) its extensive use in crops and at urban
level and (i) its adverse effects on the environment and human beings. A commercial
vermicompost was used as an exogenous organic material in order to determine the effect
of the addition of this vermicompost on the retention and degradation of the pesticide.

On the other hand, it is necessary to implement analytical techniques capable of
determining these residues in a reliable manner, with effective and rapid extraction
procedures that require minimum volumes of toxic solvents and the use of impact indexes
such as GUS Leaching (Groundwater Ubiquity Score ) and the Percolation,
Bioaccumulation and Toxicity Index (PBT) that allow a risk assessment. By means of these
analysis systems, it will also be possible to begin the study of different processes that will
determine the environmental duration of pesticides after their application.

In this work, the effect of a vermicompost on the adsorption and desorption of chlorpyrifos
in an Inceptisol from Valle del Cauca was evaluated by the Batch method, by means of a
randomized experimental design with factorial arrangement, three treatments (T1 = 0%, T2
= 20% and T3 = 50% addition of vermicompost) with three replicates each. The data was
adjusted to the Langmuir, Freundlich and linear adsorption models, obtaining a better result
by Freundlich (R? between 0.9169 and 0.9511). The K value of chlorpyrifos in T1 (175.41
L/kg + 10.73 L/kg) was significantly lower than the values in T2 (226.48 L/kg + 23.55 L/kg)
and T3 (454.86 L/kg = 51.58 L/kg), showing that the vermicompost increased the capacity
of adsorption and decreased the percentages of desorption of chlorpyrifos in the soil. On
the other hand, values of Koc for chlorpyrifos between 2780.10 to 5039.79 L/kg were found,
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indicating a low risk of leaching through the soil profile, given that it is strongly adsorbed to
its organic and mineral components, preventing groundwater contamination.

Key words: Chlorpyrifos, adsorption, desorption, degradation, GUS Leaching Index, PBT
Index.
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1. Introduccion

Las diferentes practicas agricolas, introdujeron el uso de plaguicidas con el fin de suplir la
demanda de alimentos a nivel mundial, la cual se veia afectada por diferentes plagas,
patdgenos y malezas. Estos productos quimicos, son usados indiscriminadamente y
ademas encarecen los costos de produccién, causan serios disturbios en: a) el ambiente,
b) la salud de las plantas y animales, y c) en los consumidores incluidos los mismos

productores (1).

Cuando los plaguicidas son aplicados en campo, existen diferentes mecanismos por los
cuales estos se puede mover a los diferentes compartimientos ambientales, entre ellos
estan la adsorcion y la degradacion en el suelo. La adsorcidén es un proceso por el cual los
plaguicidas son retenidos por los coloides del suelo (materia organica, arcillas, complejos
arcillo - humicos) y representa uno de los principales procesos que afecta la interaccion
entre los plaguicidas, las aguas subterraneas y la matriz sélida del suelo (2). Por otro lado,
la degradacion es un mecanismo por el cual una molécula compleja se descompone a
otras mas simples y es considerado un importante medio de atenuacién natural de

plaguicidas en el ambiente (3).

Dentro del grupo de plaguicidas se encuentran los organofosforados, insecticidas en
incremento en la agricultura ya que se han constituido en sustituyentes de organoclorados
y carbamatos, debido a su alta eficiencia y baja persistencia en el ambiente (4; 5). El
Clorpirifos (0,0 — dietil O — (3, 3, 6 — tricloro 2 piridil) fosforotioato (CPF)), es un
organofosforado de amplio espectro, recomendado para el control de plagas en diversos
cultivos, modo de accién por contacto, inhalacion e ingestion e inhibidor de la colinesterasa
(6;7; 8;9; 10).

La exposicién con clorpirifos se puede dar a través de ingestidon de residuos en alimentos,
inhalacion de vapores y absorcion dérmica debido al contacto con la piel. EI mecanismo
de toxicidad se relaciona con su habilidad para unirse e inhibir la serina hidrolasa AChE (7;

8). El sistema nervioso es el principal objetivo debido a que hidroliza la AChE del



2 Introduccion

neurotransmisor acetilcolina impidiendo la sinapsis causando efectos colinérgicos,
morbilidad o la muerte. Se han reportado muertes en humanos debido a exposicién
accidental o ingestion intencional de clorpirifos lo cual produce fallas en el sistema

respiratorio y cardiovascular (11; 12).

El clorpirifos, es clasificado por la Agencia de Proteccion Ambiental de Estados Unidos
(EPA) como moderadamente tdxico (Categoria Il); ademas, una aplicacion de este
insecticida ocasiona un alto riesgo para los invertebrados acuaticos, peces, pajaros y
pequefios mamiferos. Aplicaciones sucesivas incrementan el riesgo en las aves acuéticas

y los mamiferos, debido a la bio-concentracién (12).

Como se aprecia, diversos estudios han demostrado los efectos negativos ocasionados
por el uso de plaguicidas y en particular de clorpirifos, su uso excesivo, efectos nocivos
sobre el ambiente y el hombre, ademas, del problema de permanencia del producto y/o
subproducto en el suelo y a pesar de ello, se hace uso indiscriminado de estos productos
(9; 13; 12; 14, 11). Para prevenir los efectos negativos, es necesario tener un mejor
conocimiento de como estos compuestos de sintesis quimica se comportan en el ambiente.
La estimacion de impactos de los plaguicidas en una importante herramienta para la
prevencion de la contaminacion ambiental, ya que durante los Ultimos afios se ha
despertado un interés y preocupacién crecientes por la presencia de agroquimicos en
suelo, agua, atmoésfera y organismos vivos no objetivo, a través de estudios de adsorcion-
desorcion, degradacion y el empleo de indices de impacto como el indice de lixiviacion
(GUS) vy el indice de Percolacion, Bioacumulacion y Toxicidad (PBT), que proporcionan

una evaluacién de riesgos (15)

Por otro lado, se ha demostrado que la materia organica compostada induce una mayor
adsorcion de plaguicidas (16; 17; 18; 19), por medio de interacciones fisicas y quimicas
tales como fuerzas de Van der Waals, enlaces de hidrégeno, interacciones no polares, de
intercambio idGnico, sustitucion isomorfica y formacion de micelas entre los surfactantes
empleados en la formulacion y la materia organica, también, reduce su toxicidad en aguas
subterraneas (20) y superficiales y es una practica de manejo de plaguicidas en suelo,

dado que aumenta la poblacién microbiana y la degradacion (21; 22) lo que conduce a
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mayor degradacion del plaguicida, pues los microorganismos pueden utilizar el plaguicida
y sus metabolitos como fuentes de energia o0 nutrientes, permitiendo asi una

transformacion del producto en diferente escala en el suelo (23; 21)

Dentro de esta problemética, se hace necesario buscar alternativas de remediacion
para suelos contaminados con plaguicidas a través de practicas de manejo, donde la
materia organica compostada se ha planteado como una de ellas, cumpliendo una
funcién de barrera en los horizontes superficiales del suelo evitando la contaminacion
de otras fases ambientales (24). Sin embargo, falta informacién al respecto y por esto
surge la necesidad de indagar sobre esta alternativa en suelos del Valle del Cauca, de
alli este trabajo de investigacién donde se evalué bajo condiciones controladas el
efecto de un lombricompost como alternativa para remediar los efectos adversos

producido por el clorpirifos en un suelo inceptisol del Valle del Cauca.



2. Planteamiento del problema

La industria de los plaguicidas inici6 en Colombia 1962, mediante importaciones de
ingredientes activos de diferentes paises en el mundo. Posteriormente, en 1964 se inicid
con la sintesis de ingredientes activos basada en la utilizacion de materias primas de origen
nacional o importado, donde en 1985 y 1995 se realiza la sintesis de un herbicida y
fungicida, respectivamente (25). Se estima que cerca de 2,4 toneladas métricas de
ingrediente activo son usadas mundialmente en la agricultura y a nivel urbano, con el fin
de combatir plagas y enfermedades, que son las causantes de disminuir la produccién de

los cultivos. (3)

Actualmente, en el Valle del Cauca, se utilizan plaguicidas organofosforados para el control
fitosanitario de plagas en diferentes cultivos y a nivel doméstico, donde el principio activo
es Clorpirifos. Entre los plaguicidas mas utilizados para combatir plagas en cultivos de
tomate en Palmira — Valle, se encuentra el LORSBAN, cuyo ingrediente activo es el
Clorpirifos. Otros plaguicidas que presentan este ingrediente activo son: ATTAMIX SB,
CLORPIRICOL, DURSBAN, LATIGO.

Estudios muestran que el uso indiscriminado de este producto esta relacionado con:

a) Efectos adversos sobre la salud humana, animales y plantas. En humanos se ha
reportado muertes por ingestion accidental o intencional por causa de fallos
respiratorios y cardiovasculares, bajos niveles de intoxicacion afectan el sistema
nervioso central, cardiovascular y respiratorio, efectos observados también en
animales (12). Las evidencias de fitotoxicidad en las plantas incluyen defoliacion,

amarillamiento foliar, retardos de crecimiento, entre otros (26).

b) Efectos adversos sobre compartimientos ambientales. Afectados por la aplicacion
de este tipo de plaguicida por via aérea 0 con equipos terrestres, generalmente en
forma de polvos, liquida o granulados, contaminan el aire por derivas o pérdidas

durante la aplicacion, por evaporacion y por erosion eolica. Se calcula que por via
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aérea, del 5% al 15% llega a su objetivo, es decir, la mayor parte de dispersa sobre
otros ecosistemas, los contamina y afecta a organismos no blanco (15).

Los procesos de fabricacion, transporte, almacenamiento o aplicacion de plaguicidas
generan de manera colateral la contaminacion de aguas superficiales y
subterrdneas. Se estima que, entre 40-90% del agua es contaminada por pérdidas
directas y su movimiento a través de corriente de rios desde zonas agricolas hasta
las zonas costeras, estuarios y desembocaduras, afecta también ambientes marinos
de alimentacién, cria y desarrollo de gran numero de especies acuaticas de

importancia econémica y ambiental. (27; 23; 14).

La contaminacion del suelo es resultado de las actividades agricolas e industriales
(28), mediante aplicacion directa o por desechos téxicos como empaques, envases
y restos de plaguicidas sin utilizar; por aspersion a cultivos, durante los cuales una
parte cae al suelo, y puede sufrir degradacion quimica, fotoquimica o bioldgica,
evaporarse y adsorberse en los solidos del suelo, es decir, la materia organica (MO)
y las arcillas. (28; 14). La entrada continua de estos compuestos en el compartimiento
suelo, puede afectar los microorganismos benéficos y su actividad, lo que ocasiona
modificacion de los procesos biol6gicos esenciales para la fertilidad y la

productividad de los cultivos (29).

Aunque lo ideal es que se prescinda de su uso, este agroquimico se continda utilizando
indiscriminadamente y lo sera por un tiempo indeterminado, por lo cual es necesario que
se piense en medidas de remediacion. Algunas investigaciones han encontrado que es
posible mitigar la toxicidad del producto en el suelo a través de practicas agronémicas
como la adicién de materia organica exdgena, la cual, ademas de mejorar las propiedades
del suelo, incrementa la actividad microbiana y contribuye a la retencion y degradacion del
clorpirifos (24; 28)

Mientras se aprueban medidas para mitigar los efectos adversos del uso continuo de
plaguicidas, la ciencia debe trabajar sobre las alternativas para mitigar sus efectos nocivos.
En el caso del clorpirifos una de ellas es el uso de Materia organica compostada en forma

de lombricompost. Sin embargo, es necesario profundizar los conocimientos que existen
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con respecto a procesos de adsorcion y degradacion de este plaguicida en un suelo del
Valle del Cauca, en una fase inicial bajo condiciones controladas.



3. Hipoétesis

La aplicacion de materia organica en forma de lombricompost favorece condiciones para
la adsorcion y degradacion de clorpirifos en el suelo de estudio, cuya comprension de los
posibles mecanismos puede contribuir para mitigar el efecto contaminante de este

producto.



4. Objetivos

4.1. Objetivo general

Evaluar el efecto del lombricompost en los procesos de adsorcién y degradacién de
clorpirifos en un inceptisol del Valle del Cauca en condiciones de laboratorio

4.2. Objetivos especificos

* Seleccionar y caracterizar un suelo para estudiar los procesos de adsorcion y

degradacién del clorpirifos en el Valle del Cauca

* Implementar la técnica de cromatografia liquida de alta eficiencia con deteccion

ultravioleta (HPLC-UV) para estimar la presencia de clorpirifos en suelos.

* Evaluar en condiciones controladas el efecto del lombricompost en la retencién y

degradacion del clorpirifos en el suelo analizado.

* Evaluar los riesgos de lixiviacion, toxicidad y acumulacion mediante los indices GUS
y PBT



5. Marco teodrico

5.1. Plaguicidas. Definicion y clasificacion segun su modo

de accion

La FAO/OMS definen el término plaguicida como “cualquier sustancia o mezcla de ellas
utilizadas para prevenir o controlar plantas o animales indeseables e incluso aquellas otras
destinadas a utilizarse como regulador del crecimiento de la planta, defoliante o desecante”
(30)

5.1.1. Insecticidas

Los insecticidas se clasifican en organofosforados, carbamatos, organoclorados y otros
insecticidas: a) Organofosforados, son compuestos quimicos inhibidores de la
acetilcolinesterasa (AChE) los cuales son empleados como insecticidas en la agricultura y
antiparasitarios en pecuaria, son responsables de un elevado niamero de intoxicaciones y
muertes en bovinos, ovinos y también en humanos (31). Ejemplo de plaguicidas
organofosforados son diclorvos, paration, fenitrotion, dimetoato, malation, clorpirifos, entre
otros, b) Carbamatos, al igual que los compuestos organofosforados, deben sus
propiedades insecticidas a la inhibicién de la enzima AChE. Son de corta persistencia y de
amplio espectro y generalmente actian como insecticidas, acaricidas, nematicidas o
molusquicidas. Son carbamatos el aldicarb, aminocarb, carbofuran, oxamil, entre otros.
(32), c) Organoclorados, tienen una pronunciada actividad insecticida, una baja solubilidad
en agua y una alta persistencia en el medio ambiente, debido a su naturaleza toxica y
recalcitrante, y a la creacion de insecticidas menos toxicos mucho de estos (Aldrin, dieldrin,
endrin, toxafeno, mirex, DDT entre otros), son prohibidos en diversos paises, y d) Otros
insecticidas, que se encuentran en este grupo son: Fenilpirazoles (fipronil): con mecanismo
de accion similar a los organoclorados; Nicotinoides, son antagonistas del receptor

nicotinico de acetilcolina. En este grupo se encuentran Acetamiprid, Imidacloprid,
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Tiacloprid, Tiametoxan; Spinosinas, son activadores alostéricos de receptores nicotinicos

de acetilcolina (33).

5.1.2. Herbicidas

Galogre 2014, relaciona que se dividen en fosfonometilglicina, compuestos clorofenoxi,
bipiridilos y otros herbicida: a) Fosfonometilglicina, como el glifosato contienen
polietoxietilenamina (POEA), un surfactante con propiedades toxicas per se, puede producir
el desacople de la fosforilacion oxidativa mitocondrial, b) Compuestos clorofenoxi, como el
2,4 acido diclorofenoxiacético, el cual en la planta actia como estimulante de la hormona
de crecimiento, en animales puede inducir dafio mitocondrial, ¢) Bipiridilos, son ejemplo de
ellos el paraquat y diguat se considereran agentes corrosivos, que generan especies
reactivas de oxigeno, causando toxicidad sistémica con predominio pulmonar y renal y d)
Otros herbicidas, su uso viene en aumento, comprenden piridinas (aminopiralid, picloram),

dimetilureas (diuron), amidas (propanil), entre otros (34).

5.1.3. Fungicidas

Galofre, 2014, reporta algunos fungicidas como se muestra a continuacion: a)Ftalonitrilos,
como el clorotalonil, el cual en el hongo, inhibe la respiracion celular, sin embargo en
animales su mecanismo de toxicidad aun no se conoce, b) Etilén bis ditiocarbamatos, por
ejemplo el mancozeb su mecanismo de accion es desconocido pero al parecer puede
producir alteracion en el transporte i6nico a través de la membrana, y su 6rgano blanco es
el sistema nervioso central, ¢) Compuestos de cobre, como el oxicloruro de cobre,
intervienen en el trasporte ionico a través de las membranas, se ha reportado que afecta el
sistema nervioso central, higado y rifién, d) Tioftalamidas, se liga a los enlaces sulfuro
hidrégeno, interfiriendo con el proceso de respiracion de los hongos. Ejemplo el captan, y

e) Imidazoles y triazoles, Inhiben las enzimas y procesos enzimaticos en la biosintesis del
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esterol, alterando la estabilidad y permeabilidad de la membrana celular, son ejemplos el

benomil, carbendazim, tiabendazol, ciproconazol, propiconazol (34).

5.2. Plaguicidas organofosforados

Los plaguicidas organofosforados,! son insecticidas que se caracterizan por la presencia
de esteres de fosfatos facilmente hidrolizables (---), con férmula estructural general

presentada en la Figura 1.

Ry >
éz—céir—T:o(S) 1]
O-(S,N)-X [2]

Figura 1. Férmula estructural de insecticidas organofosforados (Fuente: adaptada de Instituto Nacional de
Seguridad e Higiene en el Trabajo. Barcelona, 2010)

Donde, R; y Rz son radicales alquilo, generalmente metilo o etilo, el grupo X es
caracteristico de cada especie quimica, siendo frecuentemente un radical arilo, teniendo en
cuenta las sustituciones en la formula estructural los organofosforados se pueden dividir en

14 grupos. Los mas importantes son:

o fosforoamidatos, con un O en [1] y un N en [2];

e fosfatos, con un O en las posiciones [1] y [2];

e S-fosforotiolatos (o tiolatos), con un S en [2] y un O en [1];
o fosforoditioatos (o tiolotionatos), con un S en [1] y en [2];

e fosfonatos, con R1 (en lugar de R10), OobienSen[l]yOen|2],y

! http://www.estrucplan.com.ar/Producciones/entrega.asp?ldEntrega=51 [Citado el 5 de Marzo del 2014]
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e O-fosforotioatos (o tionatos), con un S en [1] y un O en [2], en este grupo se

encuentra el clorpirifos.

Dentro de sus caracteristicas generales se puede decir que, son de compuestos de baja
polaridad, y por lo tanto, son poco solubles en solventes polares como el agua, tienden a
disolverse en grasas, por lo cual, la piel, (capa de tejido con elevado contenido en lipidos),
puede constituirse en una importante via de entrada de estos productos. La estabilidad de
los organofosforados depende del pH del medio; es mas estable en medio 4cido y se

hidroliza a mayor velocidad en medio alcalino (34).

5.2.1. Clorpirifos

Dentro del grupo de los O-fosforotionatos, se encuentra el clorpirifos, introducido y
patentado por Dow Chemical Company en 1965. El clorpirifos (O,0—dietil-O—(3, 5, 6 —
tricloro 2 piridil) fosforotioato ) es un insecticida organofosforado usado en el control de

plagas, con estructura molecular como se muestra en la Figura 2.

Cl Cl

Cl N o\

Figura 2. Estructura molecular del clorpirifos

(Fuente: el autor)

Este insecticida se usa a nivel agricola, urbano, industrial, pecuario y doméstico para el
control de colebptera, diptera, homoptera y lepidéptera en suelo y follaje bajo nombres
comerciales como: Dursban, Brodan, Eradex, Lorsban o Pirinex. A nivel agricola se utiliza

para el control de plagas de interés econdmico como polilla o cogollero (tuta absoluta) en
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cultivos de tomate y papa (35), la mosquita de agallas (Orseolia oryzae), gusano envainado
(Cnaphalocrocis medinalis) y salta hojas verde (Nephotettix virescensen) en cultivos de
arroz (5).

5.2.1.1. Propiedades fisico-quimicas del clorpirifos

Algunas de las propiedades fisico-quimicas del clorpirifos se presentan en la Tabla 1.

Tabla 1. Principales propiedades fisico-quimicas y toxicolégicas de clorpirifos

Variable Valor
Formula molecular CoH11CIsNOsPS
Peso molecular 350.89
Presion de Vapor (mPa at 25°C) 2.7
Solubilidad en agua (mg/L at 20 °C) 145
Coeficiente de Particion (n-octanol/agua) Kow =50 000; log P = 4.7
Coeficiente de adsorcién de carbono organico (mL g2) Koc=8151
LDso Dermal (conejos) >2000 mg/kg
LDso Oral (ratas) >5000 mg/kg
LCso (ratas) >0.7

Fuente: Rojas, 2015 (23)

Segun sus propiedades fisicoquimicas se puede decir que el clorpirifos es una molécula
hidrofébica (baja solubilidad en agua) tendencia expresada como coeficiente de particion
octanol-agua, Pow. Se distribuye dentro de las fracciones organicas de los compartimientos
ambientales, con tendencia a la acumulacién en tejidos grasos. Presenta una presiéon de
vapor intermedia 2,7 mPa a 25°C lo que lo hace ligeramente volatil, un Ko de 8151mL g*
que indica baja movilidad debido a su alta adsorcién en la fraccién organica de naturaleza
lipofilica (36; 37).

5.2.1.2.  Efectos toxicologicos del clorpirifos

El término toxicologia animal representa el riesgo del empleo de agroquimicos sobre los
organismos no objetivo. Este término se obtiene a partir de los valores de LDsg y LCso,
obtenidos de estudios eco-toxicologicos de los agroquimicos sobre mamiferos y
organismos acuaticos. Se define el LDso como la dosis de compuesto que produce la muerte

del 50 % de la poblacidn experimental expuesta. Los valores se obtienen a partir de ensayos
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de dosis-respuesta y representa un indice de toxicidad aguda para un agroquimico dado.
Los ensayos a partir de los cuales se obtienen los LDsy pueden ser de tres tipos:
exposiciones dérmicas, exposiciones por ingesta o por inhalacion (15)

En la Tabla 2, se observa la clasificacion de los plaguicidas segun la Organizacion Mundial

de la Salud (OMS), 2006. Donde se observa que el clorpirifos de acuerdo a su LDsp Oral y
dermal (>5000 y >2000 mg/Kg), se clasifica como clase lll, es decir ligeramente peligroso.

Tabla 2. Clasificacion de plaguicidas segin su peligrosidad de acuerdo a LDso segun la OMS 2006

Clase Especificacion LDso (mg/kg)

Oral Dermal
la Extremadamente peligroso <5 <50
Ib Altamente peligroso 5-50 50-200
I Moderadamente peligros 50-2000 200-2000
1 Ligeramente peligroso >2000 >2000
v Improbable  que presente

peligro agudo >5000

Fuente: OMS, 2006

La exposicion con clorpirifos se puede dar a través de ingestion de residuos en alimentos,
inhalacién de vapores y absorcién dérmica debido al contacto con la piel. EIl mecanismo de
toxicidad se relaciona con su habilidad para unirse e inhibir la serina hidrolasa AChE (7; 8).
El sistema nervioso es el principal objetivo debido a que hidroliza la AChE del
neurotransmisor acetilcolina impidiendo la sinapsis causando efectos colinérgicos,
morbilidad o la muerte. Se han reportado muertes en humanos debido a exposicion
accidental o ingestién intencional de clorpirifos lo cual produce fallas en el sistema

respiratorio y cardiovascular (11; 12).

El clorpirifos, es clasificado por la Agencia de Proteccion Ambiental de Estados Unidos
(EPA) como moderadamente toxico (Categoria Il); ademds, una aplicacion de este

insecticida ocasiona un alto riesgo para los invertebrados acuaticos, peces, pajaros y
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pequefios mamiferos. Aplicaciones sucesivas incrementan el riesgo en las aves acuaticas

y los mamiferos, debido a la bio-concentracién (12).

5.3. Determinacion de plaguicidas en suelo

La determinacion de la residualidad de plaguicidas en suelo se caracteriza principalmente
por etapas extraccion purificacion y cuantificacion. Los plaguicidas son extraidos del suelo
utilizando técnicas como agitacion, extraccion liquido-liquido, soxhlet, extraccién en fase

sélida (SPE), por agitacion, sonicacion y extraccién con fluidos supercriticos (38; 39; 40).

La Agitacion mecénica es una de las técnicas de extraccion comunmente empleadas en los
laboratorios de andlisis de suelos y alimentos, considerando que es una técnica econémica
que ofrece recuperados favorables como lo han determinado algunos investigadores
mediante la aplicacion de agitacion para la extraccion de diferentes sustancias en diversas
matrices. La EPA en el método 8318A aplica esta técnica de extraccion para la
determinacion y cuantificacion de plaguicidas en muestras de suelo, empleando acetonitrilo
como solvente de extraccion. Para el caso del clorpirifos se reporta una extraccién por
agitacion con solvente de acetonitrilo porcentajes de recuperacion que oscilan entre 90-
99%. (39)

Los métodos analiticos para la cuantificaciéon de plaguicidas en suelo, se basan en
propiedades quimicas como por ejemplo las enzimaticas, propiedades espectroscépicas,
de retencion de moléculas como los métodos cromatograficos, emision de rayos 8 a partir

de is6topos radiactivos y a partir de sus propiedades toxicoldgicas (41).

Los métodos cromatograficos son usados por su alta sensibilidad y ademéas permite la
cuantificacion de varios plaguicidas de forma simultadnea (42). Zhang, Q, 2011 aplicé la
técnica HPLC para el analisis de residuos de CLORPIRIFOS y su metabolito TCP en suelos
y manzanas con porcentajes de deteccion, de recuperacién y rangos lineales 6ptimos para

la cuantificacién de estos analitos
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5.3.1. Validacion de métodos de cuantificacion

El proceso de validacion del método de andlisis consiste en demostrar experimentalmente
la funcionalidad del método para las aplicaciones analiticas propuestas, como también en
obtener la evidencia documentada del procedimiento seguido, lo cual debe corresponder a
un disefio experimental, un tratamiento estadistico apropiado y unos criterios de aceptacion

de acuerdo con los atributos que describen cada método.

En un ensayo de validacion, deben considerarse los siguientes parametros: a) Selectividad,
en la cual la sefial medible es debida s6lo a la presencia del analito, es decir, no se
encuentran interferentes en la matriz de muestra, b) Linealidad, es la proporcionalidad entre
la concentracién del analito y la variable respuesta, c) Precisién, indica el grado de
dispersién de las medidas alrededor de un valor medio o central y corresponde al grado de
concordancia entre ensayos individuales cuando el método se aplica repetidamente a
multiples alicuotas de una muestra homogénea, d) Exactitud, también conocido como error
sistematico o tendencia, corresponde a la diferencia entre el valor obtenido (media) y el
valor verdadero y e) Sensibilidad, corresponde a la minima cantidad de analito que puede
producir un resultado significativo. Se diferencian dos tipos de sensibilidad, la de
calibracion, que corresponde a la pendiente de la curva de calibracién y la analitica,
correspondiente al cociente entre la sensibilidad de calibracion y la desviacion estandar de
la media. Los pardmetros que permiten la evaluacion de la sensibilidad son el limite de
deteccion (LOD) y de cuantificacion (LOQ). Limite de deteccidn, corresponde a la menor
concentracion de analito que puede detectarse, pero no necesariamente cuantificarse en
una muestra, en las condiciones establecidas y se expresa en unidades de concentracion
y limite de cuantificacién corresponde a la menor concentracion del analito que puede
estimarse con precision y exactitud razonables en las condiciones establecidas y se

expresa también en unidades de concentracion (43; 44).
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5.4. Adsorcion-desorcion de plaguicidas en suelos

La retencion es uno de los fendmenos a los que son sometidos los plaguicidas a su llegada
al suelo y tiene una gran influencia sobre el destino de plaguicidas y de otros compuestos
organicos, en particular sobre su lixiviacién, escorrentia y su bio-disponibilidad (45).
Ademas, la retencion es un proceso que inmoviliza al plaguicida y sus productos de
transformacion en el tiempo, gracias a diferentes fenémenos fisicoquimicos y biolégicos.
Fisicogquimicos como trasporte por difusion molecular, interacciones fisicas con las
superficies de los sorbentes y reacciones quimicas con los constituyentes organicos, y por
otro lado, fenédmenos biolégicos debido a interacciones con las paredes de los

microorganismos del suelo y las raices o por la absorcién de un organismo vivo (23; 41).

La adsorcion es el resultado de una reaccién reversible (adsorcion-desorcion), la cual
genera un equilibrio entre la concentracién de un compuesto quimico en soluciéon acuosa
sobre un sélido especifico. Uno de los indicadores claves de la tendencia de un plaguicida
a adsorberse es el coeficiente distribucion (Kp), basado en la relacién del plaguicida en
solucién y el adsorbido una vez se ha alcanzado el equilibrio, como se muestra en la

siguiente ecuacion:

6 (eq)

Cads (eq)

Ecuacién 1

K,

donde:

C&4s Concentracion del plaguicida adsorbida en el suelo en el equilibrio (ug/g)

ngs Concentracion del plaguicida en la fase acuosa (ug/mL)

Existen diferentes métodos experimentales para la determinacion de Kp como son: el
método indirecto o directo en paralelo (Batch Equilibration), la obtencién del equilibrio por
Head Space, el método de la lixiviacién en equilibrio a través de columnas de suelo, el
método de movimiento miscible, la difusion, la purga de gas, el equilibrio de flujo, medicion
en el campo, el método indirecto o directo en paralelo junto con ultrafiltracion, el quenching

de la fluorescencia, el método de dialisis en equilibrio, separacion por fase reversa,
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incremento de la solubilidad, adsorcion sobre el vidrio y la titracién de los acidos humicos,
de estas metodologias el método Bach es el mas usado (46; 47)

La distribucion es a menudo expresada en términos del contenido de carbono organico del
suelo, como coeficiente de distribucion suelo-carbono orgéanico, (Koc), De acuerdo a Calvete,
et al, 2005 el calculo del Kqc es especifico para cada plaguicida y se expresa de acuerdo a

la siguiente ecuacion:

100
KOC == KD X — Ecuacién 2
%COrg

Donde:
%Corg: Porcentaje de carbono orgéanico en el suelo

Kp: Coeficiente de distribucion

5.4.1. Isotermas de adsorcion y desorcion

Los fenbmenos de adsorcion y desorcién en muestras de suelo se describen mediante
isotermas. La isoterma de adsorcidon representa la cantidad adsorbida de plaguicida por
unidad de suelo seco frente a la concentracién en equilibrio a una temperatura constante;
mientras que, las isotermas de desorcion representan la cantidad adsorbida de plaguicidas
por unidad de suelos seco frente a la concentracion en equilibrio después de una o varias
desorciones con una solucion de CaCl; 0,01 M (OECD, 2001). Existen diversos modelos
matematicos como por ejemplo, el de Langmuir, BET, Gibbs, lineal, Freundlich, entre otros
gue se usan para ajustar las isotermas de adsorcién y desorcion. Con frecuencia los
modelos de Langmuir, BET y Gibbs fallan al describir los datos de adsorciéon de los
plaguicidas en los suelos y los modelos de Freundlich y lineales describen mejor dichos
datos (23).

En la Figura 3 se muestra algunas de las isotermas que se usan para explicar la adsorcion

de compuestos organicos en adsorbentes naturales, tales como el suelo y los sedimentos.
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En particular, la isoterma de BET se utiliza para la adsorcién de compuestos organicos en
fase de vapor (48).

1/n<1

a-BET C Freundlich c
h-Langmuir
q q
1/n=1
Freundlich C Lineal C

Figura 3. Isotermas que describen la adsorcién de compuestos organicos en fase acuosa y de vapor (BET)
en adsorbentes naturales. Calvet, 1980. (49)

54.1.1. Isoterma de Freundlich

La OECD (2001), recomienda ajustar los datos de adsorcién de los plaguicidas al modelo
de Freundlich, puesto que esta ecuacion tiene en cuenta la heterogeneidad de los suelos.
Este modelo (Ecuacion 3) fue propuesto en forma empirica para representar
matematicamente los fendmenos de adsorcion (50).

ads ads ads \L/N
CS = K ¢ X (C aq )1 Ecuacion 3
donde

ads
CS es la cantidad de sustancia adsorbida por unidad de adsorbente

ads
(Caq ) es la concentracion en equilibrio del plaguicida en la solucién y

ads
K ¢ Y 1/n son constantes empiricas de cada sistema.
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K?"S hace referencia a la capacidad de adsorcién del adsorbente y 1/n est4 relacionado

con la magnitud relativa y la energia asociada a el proceso de adsorcion.

Un valor de 1/n=1 indica que la adsorcién es lineal, por lo tanto, las energias de adsorcién
son iguales en todos los sitios, esta ocurre generalmente a concentraciones muy bajas de
soluto y de sorbente. Una valor 1/n>1 representa una isoterma del tipo S (isoterma de
afinidad por el sorbente), donde la energia incrementa con el incremento de los sitios activos
de adsorcion, esto induce una fuerte adsorcion del solvente debido a una atraccién dentro
de las capas del adsorbente, penetracion del soluto en el adsorbente. Las Isotermas tipo S,
son comunes en suelos con fracciones finas y altos contenidos de materia organica. Por
otro lado, los valores de 1/n<1 representan una isoterma del tipo L (Isoterma del tipo
Langmuir), donde la energia disminuye con el incremento de la superficie, indicando una
minima competencia del solvente por los sitios activos del adsorbente o el adsorbato es
una molécula plana. Las isotermas del tipo Freundlich pueden resultar de la sobreposicion
de varias isotermas del tipo Langmuir con varios fendmenos ocurriendo en diferentes sitios
del adsorbente y mostrando diferentes energias de interaccién (51)

5.4.1.2. Isoterma de Langmuir

La Isoterma de Langmuir (Ecuacion 4), propuesta por O"Connor y Connolly, se utiliza para
describir la adsorcion de gases por superficies sélidas, pero ha sido adaptada para describir

el fendmenos de adsorcidn en sélidos naturales a partir de una solucién acuosa (48).

Cédeq) _ 1
cads K*n

1
+ EngS(eq) Ecuacién 4

donde

C&4s : Concentracion de Clorpirifos en el suelo en el equilibrio de adsorcion (masa/masa)
ngs(eq): Concentracién de Clorpirifos en la solucién en el equilibrio de adsorcion
(masa/volumen)

K: Coeficiente de adsorcion de langmuiir (volumen/ masa).

n: La energias asociada a los procesos de adsorcion
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En el modelo de Langmuir la masa de soluto adsorbida por unidad de adsorbente, se
incrementa linealmente con la concentracion de soluto en la fase acuosa, ademas se
aproxima a un valor asintético, cuando los sitios de adsorcion se acercan a la saturacion.
Se supone que la energia de adsorcion es la misma en todos los sitios y es independiente
del grado de cobertura de la superficie, la adsorcion ocurre solamente en “sitios” localizados
donde no hay interaccion con moléculas adyacentes y la maxima adsorcién representa una
monocapa cubierta. Supuestos que hacen que las isotermas de Langmuir sean empleadas
en pocos casos para la adsorcién de compuestos organicos en sistemas heterogéneos

como el suelo

5.4.1.3. Isoterma lineal

La representacion lineal de una isoterma de adsorcidon representa una particion del soluto

entre la fase liquida y sélida hasta un méaximo de retencion (Ecuacion 5).

C?ds (eq) = KDC%S (eq) Ecuacion 5

donde

C29%(eq): Concentracién de clorpirifos en la solucién en el equilibrio de adsorcién
(masa/volumen)

Kp: Coeficiente de distribucion (volumen/ masa).

Tres condiciones favorecen la existencia de este tipo de isotermas (41): a) Un sustrato
sélido poroso compuesto de moléculas flexibles y que tienen diferentes regiones de
cristalinidad, b) Un soluto que posee una mayor afinidad por el sustrato que por el solvente
y ¢) Una gran capacidad de penetracion de la fase sdlida por el soluto. Estas propiedades
se favorecen con solventes organicos y polimeros organicos que poseen una gran afinidad

por moléculas de solutos organicos.
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En los suelos, el sistema esta constituido por una fase soélida organica y mineral y una fase
acuosa. Los minerales de arcillas y sustancias humicas cumplen con la primera condicion,
las moléculas organicas poco solubles satisfacen la segunda. La tercera no es de facil
interpretacion en este tipo de sustrato.

5.5. Degradacion de Plaguicidas

La degradaciéon o transformacion de plaguicidas tiene lugar especialmente en la fase
liquida, aunque algunas de las transformaciones se produzcan a nivel de interfases. Es uno
de los procesos claves del destino final de los plaguicidas en suelo y sedimentos ya que
juega un papel importante en su disipacion y eliminacién de ambientes naturales. La
degradaciéon de los plaguicidas se da a través de transformaciones abiéticas (Hidrdlisis,
redox, conjugacién y fotorreacciones) cambios que conducen a diversos productos
intermedios hasta completar la degradacion a moléculas inorganicas (mineralizacion) y
biéticas o0 biotransformacion (metabolismo directo, comensalismo, conjugacién vy
condensacion) (23)

Entre las primeras, la hidrélisis que da en forma generalizada, las reacciones de oxidacion
gue afectan por ejemplo a plaguicidas organofosforados, las de reduccion,
deshalogenacién, la desalquilacion, hidroxilacién o condensacion son las mas importantes
y se dan tanto sobre los contaminantes libres como sobre aquellos sorbidos o retenidos

sobre minerales de arcilla y complejos humico-arcillosos.

Las trasformaciones inducidas por organismos vivos estan relacionadas con la movilidad y
persistencia de los plaguicidas en suelo a través de reacciones microbianas donde los
plaguicidas pasan a convertirse en fuentes energéticas para la biomasa del suelo,
transformaciones de compuestos organicos incluyen las que afectan al ion amonio, a los
nitratos, a los compuestos del fésforo y a las sustancias metalicas; y los procesos
metabdlicos conducentes a las transformaciones de sustancias organicas con caracter

toxico.
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5.5.1. Degradacion de clorpirifos

La via mas importante de consumo del clorpirifos es la biodegradacion, y el principal
subproducto es el TCP (Figura 4) tanto en suelo como en aguas (36). El TCP como
metabolito primario es mas resistente a la degradacién microbiana que el clorpirifos, su vida
media varia de acuerdo a su concentracién. A una concentracion de 1mg/kg la vida media
es en promedio de dos meses, a una concentracion mayor 10mg/kg el metabolismo se
retarda, con una vida media de mas de dos afios cuando es aplicado al suelo (5). EI TCP
se degrada TMP y CO.. La degradacion de TMP puede ser reversible y forma TCP y CO:
con vida media del orden de 1-2 meses?.

La hidrdlisis también participa en la degradacion de clorpirifos en suelo. En diferentes suelos
estériles con aplicacion de 10mg/Kg de “clorpirifos, incubado en oscuridad, humedad a
capacidad de campo por cuatro meses, este fue hidrolizado a la forma TCP, reaccion
catalizada por iones metéalicos y enzimas. En suelos no estériles, la degradacién fue aun
mayor dando **CO, como producto de degradacion, lo cual demuestra la importancia de la

poblacion microbiana (52)

HIDROLISIS AN

cw\/\/u
| \ u\‘ S cl
)\ )\ P
cl N OH 1 CH
BIODEGRADACION TCP T™P

Figura 4. Rutas de degradacion del clorpirifos. Fuente: adaptada de Das, 2015

2 The NRA. Review of CHLORPYRIFOS. Septiembre. 2000. Volumen 1[disponible en Internet. Consultado el
2 de marzo de 2009]
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La degradacion via reacciones de fotoliticas son més significativas a nivel de agua que de
suelo, esta via al igual que biodegradacion e hidrolisis tiene como producto principal de
degradacion el TCP (53).

La humedad y aireacion afectan las rutas de degradacion en el suelo ya que influyen en el
tipo de poblaciones y actividad de los microorganismos. En condiciones naturales el
contenido en agua del suelo dependera de la frecuencia y el volumen de las precipitaciones
asi como del poder de infiltracion y capacidad de retencién del suelo. El contenido 6ptimo
en agua se sitla alrededor del 80 % de la capacidad de campo del suelo, de modo que un
periodo de sequia conduce a la disminucién de la actividad microbiana, y a la inversa, un
exceso de agua puede llevar al medio a condiciones anaerbébicas que inhiben la
biodegradaciéon del plaguicida (15). Chai, encontré que la degradacion de clorpirifos en
suelos tropicales fue mas rapida en suelos himedos (ti2, 53.3-77.0 dias), comparado con
el suelo seco (tiz, 49.5-120.0 dias) y con suelos inundados (t12, 63.0-124.0 dias) (54)

5.5.2. Respiracién microbiana

La degradacion de la materia organica de un suelo, se realiza a través de organismos
descomponedores que toman a la materia organica como habitat, fuente de carbono y
energia. La degradacién de esta, produce CO, fundamentalmente, a través del metabolismo
de la microflora y de las raices de las plantas, siendo la descomposicién microbiana de
compuestos organicos el proceso mas importante que lo genera (55). La evolucién de COy,
es un parametro que representa una medida de la respiracion del suelo, la cual es la suma
de respiracién microbiana y la respiracion de las raices, las evidencias muestran que los
cambios ambientales generan un cambio en estos dos parametros, donde la respiracion
microbiana es controlada predominantemente por la disponibilidad del agua del suelo e
influencia la oxidacion microbiana de compuestos de carbono labiles, mientras que las
respiracion de las raices es afectada por la fotosintesis y es sensible a la variacién de la

temperatura (56).
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Las mediciones de CO,, proveen una indicacion sensitiva de la respuesta de la actividad
microbiana a variaciones de temperatura y humedad, los efectos de humedecimiento —
secado, la aplicaciéon de agroquimicos o elementos metélicos, la exudacién de sustancias
supresoras y el manejo del medio, entre otros. A pesar de sus limitaciones, la respiracion
continba siendo el método méas popular que se usa como indicador de la actividad
microbiana y de la descomposicion de sustratos especificos del suelo. Estos parametros
indican de manera fehaciente la mineralizacion que ocurre en el sustrato organico del suelo

y son indicadores de la calidad de la materia organica (57)

La metodologia para estimar la actividad microbiana, consiste en determinar la produccion
de O, en el medio o bien la concentracién de CO; desprendido (funcion de la actividad
biolégica y del contenido del suelo en carbono organico facilmente mineralizable), mediante
la técnica de incubacion estatica que captura el producto de mineralizacién en una solucion

alcalina durante un periodo de tiempo bajo condiciones ambientales éptimas (55)

5.6. Movilidad de plaguicidas en suelo

El destino de un plaguicida en suelo depende del: i) el clima (temperatura, precipitaciones),
ii) el suelo (Mineralogia, materia organica, estructura, organismos vivos), iii) practicas
agricolas (sucesion de cultivos, tratamientos fitosanitarios, labranza y adicién de materia
organica exégena) y iv) sus propiedades moleculares (solubilidad, capacidad de adsorcion,
volatilidad, degradabilidad). Estos factores afectan y se relacionan con procesos como la

retencion y degradacion, los cuales ocurren simultdnea o sucesivamente. (41)

Muchos plaguicidas no permanecen en el lugar de su aplicacion, sino que se distribuyen en
diferentes compartimientos ambientales como son: suelo, aire y biota. Este movimiento esta
asociado a diferentes mecanismos que incluyen, volatilizacién (aire), lixiviacién (aguas
subterraneas), escorrentia (agua superficial), adsorcién-desorcion (suelo) y degradacion
(suelo, agua y aire). La adsorcién-desorcion (retencion) y la degradacién son dos procesos

gue permiten evaluar la movilidad de un plaguicida una vez esta en el suelo (58).

Las interacciones entre la superficie del suelo y el plaguicida controlan su movilidad y

disponibilidad. Con base en diferentes medidas y estudios de suelos se sugirié una escala
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de movilidad teniendo en cuenta el Koc (46). En la Tabla 3, se observa la escala, el tipo de
movilidad y algunos ejemplos para los plaguicidas.

Tabla 3. Escala, tipo de movilidad y ejemplos

Koc Tipo de movilidad Ejemplos

>5000 Inmévil Clorpirifos, Dieldrin, paraquat
2000-5000 Movilidad Baja Endosulfan, glifosato
500-2000 Ligeramente movil Malation, linuron

150-500 Movilidad media Carbaril, diazinon

50-150 Movilidad alta Atrazina, simazina

0-50 Movilidad muy alta Aldicarb, 2,4-D

Fuente: Hamilton y Crossley, 2010. (46)

La adsorcion y desorcién del clorpirifos depende de las propiedades fisicas y quimicas de
los suelos; por ejemplo, este presenta una baja movilidad en suelos franco-limoso y franco-

arcilloso y se cataloga como inmovil en suelos arcillosos (Tabla 3y 4)

Tabla 4. Parametros de adsorcién del clorpirifos en diferentes tipos de suelo

TIPODE SUELO  pH CARBONO A/L/IAR Koc
ORGANICO (%) (%) (Ads/Des)

A 6.5 0.2 93/3/4 15500/20600

F-A 6.5 0.4 54/36/10 6910/8160

F-L 7.1 1.2 14/68/18 4690/5990

F-AR 7.0 1.4 24148128 4450/3420

A:Arenoso  F-A: Franco ArenosF-L: Franco Limoso F-AR:  Franco Arcilloso Fuente: The NRA Review of
CHLORPYRIFOS. September .2000. Volumen 1[disponible en Internet]

La adsorcion de clorpirifos en los minerales depende del tipo y del pH, muestra una mayor
adsorcion con arcillas del tipo mormorillonita que con gibsita y caolinita, debido a la
presencia de microporos. En mormorillonita, a valores bajos de pH, se da una rapida
adsorcion en la superficie externa del mineral, seguida de una difusién a las regiones de
microporos, mientras que a pH superiores a 6 se incrementa a carga negativa superficial

obteniéndose una baja adsorcion (59)

SegunWuy Laird, 2004, en su estudio de la interaccion de clorpirifos con esmectitas, acidos
hdamicos saturados con calcio y sedimentos naturales en sistemas acuosos, encontraron

una baja adsorcion con esmectitas y sedimentos naturales y una fuerte adsorcion con los
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acidos humicos, esto implica que la naturaleza de los materiales organicos e inorganicos
influyen en la adsorcion y desorcion del clorpirifos y su comportamiento en sistemas
acuosos, donde la presencia de mayor contenido de carbono organico induce una mayor

adsorcion (60).

5.6.1. Materiacompostada como barrera de movilidad de

plaguicidas en suelo

La compostacion es la conversiéon de desechos organicos a fin de obtener un producto (el
compost) higienizado, rico en humus, relativamente estabilizado, que mejore las
condiciones del suelo y sirva de fertilizante para las plantas (28). Estas caracteristicas se
logran a través de procesos biolégicos, quimicos y fisicos que ocurren durante la
compostacion, que conforman a este como un sistema ecolégico y dindmico, donde los
cambios quimicos estan definidos por las condiciones del proceso, la calidad del material
inicial en interaccidon con la comunidad biética. Si estos procesos no se alcanzan, los
compost permanecen inmaduros, con sus respectivos problemas asociados como: olores,

poluciéon ambiental, presencia de insectos nocivos, fitotoxicidad, entre otros. (61; 62)

En las dltimas décadas el uso de aditivos de alto contenido de materia organica se ha
implementado no solo para mejorar propiedades fisicoquimicas del suelo e incrementar la
fertilidad, sino también, reducir la movilidad e incrementar la retencién y degradacion de
compuestos organicos como plaguicidas (63; 64; 65). Jones y Huang, 2013 sugieren que
sustancias humicas derivadas de compost podrian reducir potencialmente la toxicidad de

clorpirifos.

Se han realizado diferentes estudios para comprender la influencia de la materia organica
sobre la adsorciéon y desorcion de clorpirifos. La adsorcion esta significativamente
correlacionada con el contenido de carbono organico y la materia organica, donde a mayor
contenido de materia organica mayor es el proceso de retencién del plaguicida en suelo.
(23)
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Se ha estudiado que la materia organica se compone de diferentes fracciones dentro de las
cuales se incluyen los acido humicos (figura 5), &cidos falvicos y humininas, siendo los
acidos humicos los que facilitan la capacidad complejante de contaminantes como metales
traza, hidrocarburos aromaticos policiclicos y plaguicidas (66; 67)

GO

(CHy).

.5

Figura 5. Propuesta estructural de un &cido humico propuesta por Schulten and Schnitzer citada por: Jones,
1998 (67)

5.6.1.1. El lombricompost como estrategia de remediacion de plaguicidas en suelo

El lombricompost, es un proceso de estabilizacion de materia organica en condiciones
aerdbicas mesodfilas a través de la accidén conjunta de las lombrices y microorganismos, se
ha utilizado con éxito en el tratamiento de plagas y enfermedades en plantas, y ademas
permite incrementar la productividad es los cultivos (68). Es el resultado de la degradacion
bioldgica de la materia organica obtenida de las deyecciones de lombrices de recursos
industriales, urbanos, y/o de la agricultura. La lombrices ingieren de los materiales y los
excretan en como una mezcla de tierra y materia organica, estos productos poseen una alta
humedad y capacidad de intercambio catiénico se caracteriza por se biorregulador y
corrector del suelo cuya caracteristica fundamental es la bioestabilidad, pues no da lugar a
fermentacion o putrefaccion, posee una elevada solubilizacion, debido a la composicién
enzimatica y bacteriana y proporciona una rapida asimilacion por las raices de las plantas
(69; 70)

Fernandez-Bayo y colaboradores, en su estudio sobre la adsorcion/desorciéon de un

plaguicida sobre un lombricompost, encontraron que éste aumenta el potencial de
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adsorcion del plaguicida en el suelo debido al incremento de sitios de activos, lo que
disminuye el riesgo de lixiviacion a las aguas subterraneas y posterior contaminacién de los

cuerpos de agua (71)

5.6.1.2. Parametros de la evaluacion de madurez o estabilidad de un compost

La aplicacion de compost inmaduro al suelo, trae consigo un alto crecimiento de la poblacién
microbiana, lo cual puede ocasionar una mineralizacién de la materia organica nativa del
suelo, efecto denominado “Priming”, ademas, de un bloqueo biolégico del nitrégeno
asimilable del suelo por las poblaciones de microorganismos y por lo tanto una deficiencia
en el cultivo. Otros efectos son, incorporacién de agentes fitotéxicos, descenso del O; a
nivel de rizésfera, creacién de condiciones reductoras, entre otros. (72). Es por esto que es

importante estimar el grado de madurez de un compost.

Se ha establecido, que no existe una definicion universal de la madurez de un compost, se
plantea que corresponde a un nivel particular de estabilidad biolégica y de actividad fisica
y quimica que permite a la biomasa transformada ser utilizada de inmediato para la
produccion de cultivos, siendo también un factor importante en los procesos de retencién
(73). Se han utilizado analisis fisicos y quimicos de la fraccion total de los extractos acuosos
de compost como criterio de su madurez y calidad donde se relacionan pardmetros como:
composicion elemental, relacién carbono-nitrégeno (C/N), capacidad de intercambio
cationico (CIC), nitratos (NOs), amonio (NH4*), pH, vV la relacién de longitudes de onda
E4/Ee. (74). También se reportan como criterios de estabilidad, el contenido de lignina, los
indices de humificacién, espectros IR y la composicion nutricional del compost, asi como el

contenido de materia organica (61; 75)

5.7. Estimacion del indice de GUS y PBT

La estimacion del impacto ambiental de pesticidas es de importancia para la prevencion de

la contaminacion del ambiente. Uno de los primeros objetivos de los métodos de estimacion
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es definir las condiciones de seguridad del empleo de agroquimicos para el consumidor, el
operario y el ambiente. Son muchos los factores son los que determinan cuando un
compuesto quimico es aceptable desde el punto de vista toxicolégico y si posee un perfil
ambiental adecuado. El conocimiento general de las propiedades fisico-quimicas y
ecotoxicologicas de los pesticidas proporciona un mejor entendimiento de los procesos

implicados en su distribucion en los diferentes compartimentos ambientales. (15)

El empleo de indices de impacto proporciona un mayor nivel de precision en la evaluacion
de riesgos. Requieren algunos datos de entrada como las condiciones de aplicacion,
propiedades del medio, toxicidad del xenobidtico, entre otros y conducen a unos mejores

resultados en la estimacion de los impactos en el agua, el suelo, el agricultor

Los indices seleccionados no son resultado de un analisis exhaustivo de las fuentes
bibliogréficas, sin embargo son métodos sencillos que permiten una estimaciéon de los

impactos de clorpirifos en el suelo de estudio

5.7.1. Indice de lixiviacion GUS (Groundwater Ubiquity Score)

Este indice utiliza parametros fisicoquimicos para estimar el nivel de movilidad del

plaguicida en el suelo como se muestra a continuacion:

GUS = logti(4 — logK,.) Ecuacion 6
2

Valores del indice GUS superiores a 2.8 indican un alto potencial de contaminacion de la
capa fredtica. Poseen riesgo intermedios de lixiviacion valores del indice comprendidos
entre 2.8y 1.8y, un riesgo débil aquellos valores inferiores a 1.8. En caso de valores de ti»

pequefios y altos valores de Ko, este indice predice valores negativos (76)
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5.7.2. indice PBT (Percolacién, Bioacumulacion y Toxicidad)

Gomez de Barreda et al. (1998) citado por (15), propusieron integrar parametros de
toxicidad y bioacumulacion sugiriendo el siguiente indice:

5xGUS+LogK,
PBT = 2222 7209%ow

Ecuacién 7
logLDs

Donde GUS es el indice de lixiviacién de Gustafson (1989), anteriormente descrito, Kow €S
el coeficiente de particion octanol-agua, y LDso la dosis letal aguda. Valores de PBT
superiores a 8 se consideran agresivos, valores de entre 4 y 8 poseen riesgo intermedio y

valores inferiores a 4 se consideran productos menos agresivos.
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6. Metodologia

La metodologia comprende cuatro etapas que permitieron alcanzar los objetivos
propuestos. En la etapa 1, se selecciond y caracterizé el suelo y se estimo la madurez del
lombricompost, para el estudio de la retencion y degradacion del clorpirifos, la etapa 2 se
implementd la técnica HPLC-UV para la cuantificacion del plaguicida en el suelo,
posteriormente en la etapa 3, se evalué los procesos de adsorcién y desorcion del
plaguicida, en la etapa 4, se valoré la degradacion del clorpirifos en suelo y por dltimo en la
etapa 5, se estimé los impactos ambientales mediante el empleo del indice de lixiviacion
GUS y el indice PBT

6.1. Etapa 1. Obtencion y Andlisis del suelo de estudio y

estimacion de la madurez del lombricompost

6.1.1. Obtencidén del suelo

Ubicacion geografica: El suelo se tomé en el Corregimiento Potrerillo a 13 Km de Palmira
a una altura de 1400 msnm. Con coordenadas geograficas N=03°33'32.1" y W=
076°30’4.11” (Figura 6). Las muestras de suelo corresponden a zonas de la finca en donde
no se aplican Organofosforados para el control de plagas (exentas de clorpirifos) ademas

con bajo en materia organica.
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Figura 6. Ubicacion geografica de la muestra de suelo. Fuente: adaptada de google map

6.1.2. Tomade muestra

Se seleccion6 una unidad experimental considerando un suelo sin aplicacién de clorpirifos.
La muestra se tomé en el horizonte A, con una profundad de 30cm, la parcela se delimitd
con una cuadricula de 400 m? y las unidades de muestreo separadas cada 5 m, tomando

25 sub-muestras de 1kg para formar la correspondiente muestra compuesta (Figura 7)

20m

20m

Figura 7. Esquema de cuadricula para la toma de muestra Fuente: adaptada de (77)
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6.1.3. Caracterizacion fisicay quimica del suelo

La muestra compuesta se secO a temperatura ambiente y se tamizé por malla No 10. Las
propiedades fisicas y quimicas se determinaron de acuerdo ala NTC ISO/IEC 17025:2005,
siguiendo la metodologia descrita por el IGAC (2006) y las metodologias estandarizadas en
el Laboratorio de Agroguimica de la Universidad del Cauca (78) y comprende las siguiente

determinaciones.

6.1.3.1. Andélisis fisicos

Humedad. Se determind mediante método gravimétrico, para lo cual se pesoé el suelo en
una capsula tarada previamente y se introdujo en estufa por 24 horas a 105°C hasta peso

constante. La diferencia de pesos determiné la humedad del suelo.

Textura. Se utilizo el método de Bouyoucos, basado en la Ley de Stokes, que consistié en
determinar la cantidad de sélidos en suspension por medio del hidrémetro. La profundidad
del centro de flotacion del hidrometro varia con la densidad de la suspensién y también con

la textura.

Se midi6 la densidad de la muestra en agua, con un hidrometro a diferentes tiempos: la
primera se tomo a los 40 segundos de preparada la suspension, tiempo en el cual se han
sedimentado las arenas, midiéndose la densidad de limos y arcillas. Luego se tomé otra
lectura a las 2 horas en el cual se han sedimentado los limos, quedando en suspension las

arcillas, midiéndose la densidad de ellas.

Densidad aparente. La determinacién de la densidad aparente del suelo, se basa en el
método de los anillos de Kopecky, para el cual se empleé un cilindro de 70 mm de alto por

70 mm de didmetro, y un volumen total de 244 cm?3.

Al cilindro metdlico se le agreg6 una pelicula fina de aceite en toda su superficie para facilitar
su penetracion en el suelo. Posteriormente se coloco en la superficie del suelo y se golped

por la parte superior hasta penetrar completamente en el interior del mismo. Este cilindro
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se extrajo con la muestra de suelo en su interior y se elimin6 cuidadosamente la parte de
suelo que sobrepasaba los bordes superior e inferior del cilindro. Las muestras de suelo se
depositaron en recipientes con peso conocido y se colocaron en una estufa a una
temperatura constante de105°C. El pesaje de las muestras se realiz6 con una balanza de
10 + 0,01 kg de precision, a intervalos de 2 h, hasta obtener valores constantes de las

masas de suelo.

La densidad aparente del suelo se calcul6 a través de la siguiente ecuacion:

D, = Ecuacion 8

m

v

donde

D. = densidad aparente del suelo, g/cm?3;

m = masa de la muestra del suelo después de secada, g;
v = volumen del cilindro para la toma de muestra, cm?®

6.1.3.2. Analisis quimicos

pH. Se determind mediante el método potenciométrico, donde se realizo la determinacion

del pH con un electrodo de vidrio, teniendo en cuenta una relacion agua suelo de 1:1.

Carbono Orgénico. Se realiz6 mediante el método Walkley Black, el cual consiste en oxidar
el carbono orgéanico presente en el suelo con un oxidante en medio &cido, utilizando como
oxidante fuerte el K.Cr,O; 1 N y como medio, acido sulfarico concentrado. La reaccién de

oxidacion de la M.O es:

2K>Cro07 + 8H,S04 + 3Corg —> 2 Crz(SO4)3 + 3C0O, +2 K>S0O4 + 8H,0



Metodologia 37

El exceso de K>Cr,O7 1 N se valoré volumétricamente con sulfato ferroso amaénico utilizando

como indicador ferroina. Las reacciones son las siguientes:

Fet? —»  Fe'd

Cr'8 —» Cr*

Capacidad de Intercambio Cationico (C.I.C). Consistié en desplazar todos los cationes del
suelo y reemplazarlos por iones NH*', el suelo seco, tamizado y muy fino, se satura con
NH**. Posteriormente, se desplazé los iones NH** adsorbidos con NaCl, obteniéndose
NH4ClI en solucion que se trat6é con formaldehido neutro. EI HCI obtenido se titulé6 con NaOH
0,1 N.

NHsCl+ HCOH —  HCI+ CH2=NH + H20

Nitrogeno total. Se siguid el método Kjeldhal, en el cual se realizé una oxidacion con &acido

sulfarico, convirtiendo el nitrégeno en sulfato acido de amonio como se muestra en

N +H,S0, ——CO, +NH,HSO, +H,0

organico
El sulfato acido de amonio se descompone por medio de un exceso alcali para liberar el

amoniaco el cual se recogi6 por destilacion sobre acido borico

NH,HSO,, + 2NaOH — NH, +NaSO , + 2H,0

NH,OH +H,BO, — NH,H,BO, +H,0

El borato de amonio se valor6 con H>.SO4 utilizando indicador mixto (Azul de metileno-rojo

de metilo)

NH ,H,BO, + H,SO, —> NH,HSO, + H,BO,
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6.1.4. Evaluaciéon de la madurez del lombricompost

Como indicadores de la madurez o estabilidad del lombricompost se determinaron los

siguientes parametros de humificacion (Tabla 5)

Tabla 5. Parametros de humificaciéon

Parametros de humificacién Equivalencia
indice de humificacion IH = CMOF / (CAF + CAH)
Tasa de humificacion (%) TH = (CAF + CAH/ C Org) x 100
Relacion CAH / CAF

CMOF = Carbono de la materia organica fresca, CAF = Carbono de los &cidos fulvicos, CAH = Carbono de los &cidos humicos,
C Org = Carbono organico, CMOH = Carbono de la materia organica humificada, IH =indice de humificacién, TH = Tasa de

humificacién. Fuente: Bravo, 2016.

Para la determinacion de los pardmetros de humificacion se realizé el fraccionamiento de
la materia organica del lombricompost. El proceso inici6 con la separacién de la materia
organica humificada (MOH) de la materia organica fresca (MOF) por el método
granulométrico de tamizaje en himedo, fundamentado en la diferencia de tamafio molecular
de dichas fracciones, donde la fraccién menor de 53 um corresponde a la MOH y la mayor
a la MOF. Posteriormente, se obtuvieron las fracciones de acidos humicos, &cidos falvicos
y huminas basandose en el principio de solubilidad mediante extraccién secuencial con
soluciones bésicas de tetraborato borato de sodio, pirofosfato de sodio e hidréxido de sodio
0.1N.Con los valores obtenidos del COT en las fracciones se realiz6 el calculo de los
diferentes parametros de humificacion, empleando las féormulas indicadas en la Tabla 5.
(77)
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6.2. Etapa 2. Implementacion de la técnica HPLC para la

cuantificacion de Clorpirifos en suelo

6.2.1. Equipos, estandares y soluciones

Se utilizé6 un Cromatdgrafo liquido de alta eficiencia (AGILENT Serie 1100), que incluye:
Bomba lIsocratica, Detector de Ultravioleta, Inyector manual (Loop de 20uL) y columna
analitica C-18 (ZORBAX Eclipse Plus, 4,6 x 150 mm, 5 um).

Para las determinaciones se us6 el estandar analitico de Clorpirifos CHEMSERVICE 99,5%

de pureza. Se prepar6 una solucién madre de 1000 pg/mL en solvente de acetonitrilo y a

partir de esta se realizaron las respectivas diluciones.

6.2.2. Analisis cuantitativo

Se llevé a cabo por HPLC, con detector de ultravioleta y una columna C18, fase maévil de
acetonitrilo:agua:acido acético (80:20:0,1v/v), un flujo de 1.0 mL min? y un volumen de

inyeccion de 20uL (39).

6.2.3. Parametros cromatograficos

Se evaluaron algunos parametros cromatograficos como: tiempo de retencién (t), factor de

capacidad (k), factor de respuesta (Fr) y eficiencia (N).
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6.2.4. Validacion del sistema instrumental

La validaciéon instrumental se llevd a cabo empleando soluciones de Clorpirifos y en
acetonitrilo. En esta etapa se evalué la especificidad, selectividad, linealidad, sensibilidad y
precision. Estos pardmetros se analizaron mediante estadistico t de Student y el analisis de

varianza (32).

6.2.4.1. Selectividad

Se preparé una solucién de clorpirifos y se determinaron el t; del plaguicida y el Fr a la
longitud de onda de absorcién del Clorpirifos. Se tomé también un blanco de reactivos, es
decir el solvente en el que se disolvid el analito de referencia (acetonitrilo) y se inyectd en

el HPLC. Se espera que el solvente no presente interferencias con la sefal del Clorpirifos.

6.2.4.2. Linealidad

Se realizé tomando tres curvas de calibracién y la linealidad se evalu6 empleando el
estadistico t de Student, en donde se analizan el intercepto (a), la pendiente (b) y el
coeficiente de correlacion (r). Se espera que el sistema instrumental seleccionado presente
linealidad, donde la pendiente sea significativamente diferente de cero, el intercepto sea
significativamente igual a cero, y que exista correlacion entre la respuesta y la
concentracion, que haya regresion lineal entre la respuesta y la concentracion y no se

presente desvié de la linealidad.

6.2.4.3. Precision instrumental

Se evalu6 como repetibilidad y precisidn intermedia en el rango de calibracion.
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Repetibilidad. Se prepararon soluciones del patron de Clorpirifos a cada nivel segun la curva
de calibracién y se inyectaron el mismo dia, bajo las mismas condiciones. También se
realizé una curva de calibracidn y los resultados se interpolaron en ésta, se determinaron
los valores en unidades de concentracion de cada una de ellas. Se evalia mediante el %

CV por nivel de concentracion.

Precision intermedia. Se prepararon soluciones de los patrones de Clorpirifos a cada nivel
segln la curva de calibracion, y se inyectaron en dias diferentes. Los resultados se
interpolaron en la curva de calibracion. Se determinaron los valores en unidades de
concentracion de cada una de ellas. El tratamiento estadistico realizado es igual al de

repetibilidad.

6.2.4.4, Sensibilidad

El LOD y LOQ se determinaron preparando tres curvas de calibracién en solvente e
inyectandolas en el HPLC-UV, se espera que la sensibilidad instrumental sea suficiente
para determinar los residuos de Clorpirifos al nivel de las concentraciones aplicadas por los

agricultores de la region o a concentraciones menores.

6.2.5. Extraccion

El suelo fortificado se sometié al proceso de extraccion mediante agitacion mecénica a 270
rpm durante una hora y media empleando como solvente acetonitrilo. El extracto se filtré a
través de sulfato de sodio anhidro, posteriormente se tom6 una alicuota de 10 mL se
concentré en un rotoevaporador a 35 °C hasta un volumen aproximado de 0.5 mL y
finalmente se realizé la transferencia cuantitativa del extracto, filtrandolo a través de

membranas de nylon de 0.22 um (58).
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6.2.6. Validacion de la metodologia.

Se llevé a cabo empleando suelo blanco y Clorpirifos analitico en las concentraciones
seleccionadas. Se evaluaron pardmetros como la especificidad, selectividad, linealidad,
LOD y LOQ, precisién, y exactitud. Los cuales se analizan estadisticamente mediante

pruebas como test t de Student, ANOVA, prueba de limites de confianza, (32).

6.2.6.1.  Especificidad — selectividad

Se inyectd inicialmente un blanco de matriz. Se determind si el blanco de matriz presentaba
alguna sefal significativa en el tiempo de retencién del analito. Se prepard extracto de
matriz fortificado a una concentracion conocida de Clorpirifos y se analiz6é en el sistema
instrumental seleccionado. Se espera que el blanco de matriz no presente interferencias

con el Clorpirifos.

6.2.6.2. Linealidad

Si el método analitico no presenta efecto matriz, las muestras se pueden analizar
empleando curvas de calibracion preparadas en solvente y la linealidad corresponde a la
obtenida en la evaluacién de la linealidad instrumental, de lo contrario se debe cuantificar

con curvas preparadas en extracto de suelo blanco.

6.2.6.3. Precision

Se evalu6 como repetibilidad y precisién intermedia en el rango de calibracion.

Repetibilidad. (Se evalu6 a cinco niveles de concentracion, cinco réplicas por nivel). Se
tomaron porciones analiticas de matriz exentas de Clorpirifos, se fortificaron para obtener

el nivel correspondiente, se realizé el proceso de extraccion y se inyectaron las réplicas el
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mismo dia, bajo las mismas condiciones. También se realizé una curva de calibracién en
solvente cada dia y los resultados de los andlisis correspondientes se interpolaron en ésta,
se determinaron los valores en unidades de concentracion de cada una de ellas. Se

determiné la normalidad de los valores obtenidos. Se evaltio mediante el % C.V

Precision intermedia. Se evalud a cinco niveles de concentracion y cinco replicas por nivel.
Se realizé el mismo procedimiento empleado en la evaluacién de repetibilidad. Las
porciones analiticas se fortificaron, extrajeron e inyectaron durante cinco dias diferentes.
También se realizé una curva de calibracion cada dia y los resultados de los analisis
correspondientes se interpolaron en ésta. Se determinaron los valores en unidades de
concentracion de cada una de ellas. El tratamiento es igual al realizado en la evaluacion
de la repetibilidad. Se evalua la homogeneidad de las varianzas para especificar los % C.V
para el plaguicida en el rango de calibracion estudiado.

6.2.6.4. Exactitud

Se evalué como % R; con los resultados obtenidos de repetibilidad y precision intermedia

se calcularon los % R por nivel de concentracion.

6.2.6.5. Limite de deteccién y de cuantificacion

La evaluacion se realizé mediante el método sugerido por la IUPAC. Se inyect6 en el HPLC
extracto blanco de matriz. Se determind el ruido en el tiempo de retencion correspondiente
al del analito, (minimo cinco réplicas). El promedio de estas areas se interpolo en una curva
de calibracion. La concentracion obtenida en pg/mL se multiplico por tres y por diez veces
para el célculo del limite de LOD y LOQ respectivamente. Estas concentraciones se
convirtieron a mg/Kg de matriz y se compararon con los resultados obtenidos en los

ensayos de LOD y LOQ instrumentales
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6.2.7. Evaluacion del efecto matriz

Para determinar el efecto de los componentes de la matriz sobre la funcién de calibracion,
se prepararon tres réplicas de la curva de calibracion en solvente, tres réplicas de la misma
curva de calibracion en extracto de matriz blanco, se inyectaron en el HPLC y se
determinaron las respuestas para cada uno de los niveles de calibracion. Se espera que el
método de analisis no presente efecto matriz, lo cual se evalllo mediante test pareado v el
método de regresion lineal. También se calcul6 el porcentaje de efecto matriz como una
aproximacion cualitativa de dicho efecto y se muestran las curvas en solvente y en extracto
(43).

6.3. Etapa 3. Evaluacion del proceso de adsorcion-

desorcion de Clorpirifos en suelo

Todos los experimentos de sorcién fueron desarrollados por la técnica Bach siguiendo el
protocolo estandar de la EPA (Environmental Protection Agency) contenido en “Fate
Transport and Transformation Test Guideline. Sediment and Soil Adsorption/Desorption
Isotherm” (50)

6.3.1. Principio del Método

6.3.1.1. Condiciones generales

Se empled el método indirecto en paralelo (método Batch) utilizando volumenes conocidos
de la sustancia en concentraciones conocidas, preparadas en CaCl, 0.01 M. Se adiciond
al sustrato (suelo y mezclas suelo: compost de peso conocido y seco), se agité la mezcla

por un tiempo apropiado (tiempo necesario para alcanzar el equilibrio), posteriormente, las
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suspensiones del suelo se centrifugaron, filtraron y la fase acuosa se analiz6 por
Cromatografia Liquida de Alta Eficiencia con detector Ultravioleta (HPLC- UV). Se
realizaron disoluciones en CaCl; 0,01 M de una solucién madre de 1000 ppm en acetonitrilo
para mejorar el proceso de centrifugacion, simular la fuerza i6nica de la solucién del suelo

y minimizar el intercambio cationico (50).

6.3.1.2. Tratamiento de los datos

Una vez obtenidos los datos se realizaron los ajustes a las isotermas de Langmuir y

Freundlich con el fin de determinar la mejor correlacion

6.3.2. Condiciones del experimento.

Los ensayos se realizaron a temperatura ambiente. Las condiciones de centrifugacion
permitieron la remocion de particulas mayores de 0.22 um desde la solucion.
Adicionalmente la solucién se sometié a un proceso de filtracién a través de membranas de
0.22 um es decir, el limite entre las particulas sélidas y coloidales. EI método permite

evaluar la adsorcion y desorcion del Clorpirifos en suelos y la mezcla con lombricompost.

6.3.3. Cinética de adsorcion

Cinética de adsorcion. En esta etapa se establecio el tiempo de equilibrio de adsorcion,
para ello se empleé la relacién 1:2,5 (suelo/solucion) y las determinaciones se realizaron
30, 60, 240, 480, 720 y 1440 minutos de tiempo de contacto entre el suelo y la solucién de
Clorpirifos, posteriormente, las soluciones se centrifugaron a 3600 rpm durante 25 minutos,
se filtraron a través de membranas de 0,22 um y se inyectaron en el HPLC-UV. Este estudio

se efectud a un nivel de concentracion y tres réplicas por ensayo.
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6.3.4. Isotermas de adsorcion y desorcion.

6.3.4.1. Isoterma de adsorcién

Se seleccionaron cinco concentraciones de trabajo, en un rango de 30 a 150 mg/L de
clorpirifos en CaCls,, utilizando el método de agitacion Batch. Las soluciones iniciales de
clorpirifos se inyectaron en el HPLC-UV para conocer la respuesta correspondiente a cada
nivel de concentracion estudiado. El experimento se realizé en tubos de vidrio de 8 mL. Se
pesaron 2.0 g de sustrato seco y se afiadieron 5.0 mL de la solucién respectiva. Se agitd
en un agitador mecéanico a 170 rpm durante el tiempo establecido en la cinética de adsorcion
(tiempo necesario para alcanzar el equilibrio), se separé el sobrenadante por centrifugacion
a 3600 r.p.m durante 25 minutos, se filtré a través de membranas de 0.22 um y se determiné
la concentracion de clorpirifos por HPLC-UV. La cantidad de plaguicida adsorbido por
gramo de sustrato se calculé como la diferencia entre la cantidad inicial y la cantidad
remanente en equilibrio. Se grafica la cantidad adsorbida por gramo de sustrato (Cs2%S)

como funcién de la concentracion de plaguicida en el equilibrio de adsorcién (Caq?°).

6.3.4.1. Isoterma de desorcién

Se realiz6 retirando la solucibn remanente del experimento de adsorcion. Ante la
imposibilidad de retirar totalmente la solucién se pesé el sustrato y por diferencia se calcul6
la que aun permanecia. Se adicionaron nuevamente 5 mL de CaCl, 0.01 M y se dej6 en
contacto la solucion con el sustrato durante el tiempo establecido en la cinética de
desorcion, es decir el tiempo necesario para establecer el equilibrio de desorcion. Se
centrifugd nuevamente, se filtr6 a través de membranas de 0.22 um y se determiné la
concentracion de Clorpirifos presente en la solucion. La diferencia entre esta concentracion
adsorbida y la remanente se consideré desorbida por el sustrato. Se grafico la cantidad de
plaguicida desorbido por gramo de sustrato (Cs%) como funcién de la concentracion de

plaguicida en el equilibrio de desorcion (Caq?®)
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6.3.5. Efecto del lombricompost sobre el proceso de adsorcidon

desorcion del clorpirifos

Para evaluar el efecto del lombricompost sobre el proceso de adsorcion-desorcion se utilizo
un lombricompost comercial son su respectiva caracterizacion y un disefio completamente
aleatorio con arreglo factorial, con tres tratamientos y tres réplicas por tratamiento, en
donde: el Tratamiento 1 (T1l) = suelo (100%); Tratamiento 2 (T2) = Suelo 80%-

lombricompost 20% y el Tratamiento 3 (T3) = suelo 50%-lombricompost 50%.

6.4. Etapa 4. Degradacion de Clorpirifos en suelo

El objetivo de este ensayo es estudiar la degradacion del clorpirifos mediante incubaciones
bajo condiciones de laboratorio (Mosquera-Vivas et al., 2015; Mosquera-Vivas et al., 2010;
Mamy y Barriuso 2007). Se emplearon los tratamientos T1, T2 y T3 con 6 tiempos de
medicion (0, 1, 7, 14, 21, 35y 45), con un disefio experimental completamente al azar. Este
ensayo de degradacion permitié obtener los tiempos de vida media y la respiracion de los

microorganismos presentes en los sustratos (79; 80).

6.4.1. Incubaciones bajo condiciones de laboratorio

Para el ensayo de degradacion se pesé 10 g de cada sustrato en base seca y se fortificd
con una concentraciéon de 1,5mg/Kg de Clorpirifos. Los sustratos fortificados se introdujeron
en contenedores herméticos de 5000 ml de capacidad y dos viales de 20 ml de capacidad
se introdujeron en los contenedores, el primero de ellos con 20 mL de una solucién acuosa
de NaOH 2.0M para atrapar el CO, producido en el proceso de degradacion y el segundo
con 10 ml H,O para mantener la humedad relativa constante. Los sustratos se incubaron
durante 0, 1, 7,14, 21, 35y 45 dias a 25 + 1 °C en oscuridad y con el 80% de la capacidad
de campo. Después de cada dia de incubacién se extrajeron tres muestras por cada
sustrato. La cuantificacion de los extractos organico, se realizé con cromatografia liquida y

un detector UV-vis
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6.4.2. Estimacion de la actividad microbiana

Con el propésito de determinar si la degradacion del clorpirifos es realizada por los
microorganismos del suelo o del lombricompost se determiné la actividad microbiana
mediante el método de respirometria, capturando el CO, producido en la incubacion. Para
ello, se retiraron los viales de NaOH de cada uno de los ensayos, se tomé una alicuota de
2mL y se agregd 5mL de BaCl, con el fin de precipitar el CO, capturado en forma de
carbonato de Bario y el NaOH que no reaccioné y se titul6 con HCI 1.0N, en las siguientes

reacciones se muestra dicho proceso:

ZNaOHaq + COZ(g) - Na2C03(aq) + HzO(L)
NaOH(aq) + Na2C03(aq) + BaClz(aq) - B(lCOg(s) + 2Nacl + NaOH

NaOH + HCl - NaCl + H,0

6.5. Etapa 5. Estimacion del indice GUSy PBT

Con el propésito de complementar el estudio del proceso de retencion del clorpirifos, se
estimaron los indices GUS y PBT empleando los valores de Ko, obtenidos en la etapa 3 y

los valores de ti» y k, obtenidos en condiciones de laboratorio en la etapa 4 (15).
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7. Resultados y Discusion

7.1. Etapa 1. Obtencion y Analisis del suelo de estudio y

estimacion de la madurez del lombricompost

7.1.1. Obtencion y analisis del suelo de estudio

Como se observa en la tabla 6, la muestra de suelo se caracteriz6 fisica y quimicamente,
con el fin de determinar las propiedades aproximadas para el cual es aplicable la
metodologia de andlisis de Clorpirifos que se validara.

Tabla 6. Andlisis Fisicos del suelo a estudiar

PARAMETRO* VALOR Interpretacion
Orden Inceptisol* -

Humedad Higroscoépica 4.5% bajo

Textura Franco adecuada

Arena 42.24% adecuado

Limo 34.00% adecuado

Arcilla 23.76% adecuado

pH 6.58 neutro

Densidad Aparente 1.22 media

Carbono Orgénico 2.01% medio

Materia Orgénica 3.47% medio

Nitrégeno Total 0.87% alto

Relacion C/N 2.31 baja

CiC 13.87meq/g medio

Material no cristalino ++ Comun (15-30%)
Feldespatos tr Trazas (<5%)
Metahaloisita + Presente (5-10%)
Integrados 2:1-2:2 +++ Abundante (30-50%)

'Unidades cartograficas de suelos, plancha mapa de suelos, hoja No. 280, IGAC.
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El suelo se clasific6 como Franco esto indica que las fracciones estan en una proporcion
tal, que ninguno de ellos domina de una manera significativa las propiedades del suelo,
desde el punto de vista de la planta, esta clase textural es la que presenta un mejor
equilibrio entre sus separados (35). Este tipo de suelos se caracterizan por ser ligeros, de
buen drenaje interno y baja capacidad retentiva de agua y abonos. Los espacios entre
particulas generados por el tamafio de las arenas (0.02-0.2 mm), permiten una mayor
aireacion del suelo, una baja retencion de agua lo que hace susceptible al plaguicida a
fendmenos de oxidacion y volatilizacién, ademas facilita su proceso de transporte a través

del suelo.

El pH del suelo es un factor determinante de la vida media. Por ejemplo, para el clorpirifos
se ha estimado una vida media de 53 dias a pH 5.90, 141.6 dias a pH 6.11 y 10 dias a pH
9.77 a 25°C (81), indicando que es facilmente hidrolizable a pHs bésicos, para el caso del
suelo, se presentd un pH cercano a la neutralidad lo que permite una estabilidad del
plaguicida durante la etapa experimental.

El suelo presentd un contenido de materia organica y carbono organico medio. A través de
la determinacién de carbono organico y nitrégeno total fue posible calcular la relacién entre
el contenido de estos dos importantes macronutrientes, encontrandose un valor de C/N de
2.31, lo que indica una alta mineralizacion de los compuestos organicos expresado en
transformacion del nitrégeno organico a nitrégeno mineral, en donde posiblemente se
encuentre materia organica que no esté adecuadamente humificada, generando posibles

pérdidas de plaguicida por procesos de lixiviacion (82).

Presenta un CIC medio congruente con el contenido de materia organica. Algunos
investigadores han encontrado correlacion significativa entre la CIC y la capacidad de
retencion de plaguicidas en suelos. Sin embargo, es importante mencionar que
principalmente las huminas y los acidos humicos son las fracciones de la materia organica
responsables de la retencidn de estas sustancias, mientras que los acidos fulvicos facilitan
la solubilizacién de los mismos y por ende su posibilidad de pérdidas por procesos de

lixiviacién (32).
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7.1.2. Estimacién de la madurez del lombricompost

La interpretaciéon de los andlisis fisicoquimicos del lombricompost (Tabla 7) se hace
considerando la NTC 5167, donde se observa que bajo contenido de materia organica
congruente a su CIC y a su contenido de carbono organico humificado, un pH adecuado y

una relacion C/N normal

Tabla 7. Andlisis Fisicoquimicos del lombricompost

PARAMETRO* VALOR Interpretacién
Humedad Higroscoépica 4,50% baja

pH 7,30 adecuada
Carbono Organico 13,0% bajo

Materia Orgénica 22,41% bajo

Nitrégeno Total 0,98% bajo

Relacion C/N 18,59 normal

Cic 24,56meq/g baja

Fuente: datos suministrados por el productor

Tabla 8. Parametros de humificacién del lombricompost

Parametros de humificacién valor
indice de humificacion (IH) 0,088
Tasa de humificacion (TH) 7,38%
Relacién CAH / CAF 1,7

Fuente: Elaboracién propia

En la tabla 8, se muestran los pardmetros de humificacién del lombricompost. El indice de
humificacion permite una clasificacién para determinar la madurez de compost. En el caso
de compost bien maduros, los valores de este indice deben ser menores a 1, para compost
parcialmente madurados deben oscilar entre 2 y 1, y para compost inmaduros los valores
son mayores a 2. Para el lombricompost de estudio, se encontr6é un valor de 0.088, valor
acorde a su tasa de humificacién (83), y una relacion CAH/CAF>1,6, (84), lo cual infiere,

gue el lombricompost se encuentra bien maduro.
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7.2. Etapa 2. Evaluacion de los parametros
instrumentales y metodoldgicos para la

cuantificacion de Clorpirifos en suelo

7.2.1. Pardmetros cromatograficos
7.2.1.1. Deteccion cromatografica de clorpirifos

La longitud de onda seleccionada para la deteccion del clorpirifos fue de 290 nm se
seleccion6 como fase movil acetonitrilo:agua:acido acético en proporcion de 80:20:0,1, a
un flujo de 1,0 mL/min. Condiciones que brindaron una separacién cromatografica

adecuada para la determinacion y cuantificacion del clorpirifos (Figura 8).

CPF

§ I D
2 3 a4

o 1 5I =] T a8 min
Figura 8: Cromatograma de una solucién de clorpirifos en acetonitrilo. Fuente: Elaboracion propia

Mediante la aplicacion del método instrumental mencionado se determing el intervalo de

concentraciones de trabajo el cual se presenta en la Tabla 9.

Tabla 9. Concentracion de Clorpirifos por nivel de calibracion
N1 N2 N3 N4 N5

1.0 pg/mL 1.5 pg/mL 2.0 pg/mL 3.0 pg/mL 5.0 pg/mL
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*N corresponde a cada nivel de concentracion. Fuente: Elaboracion propia
7.2.1.2.  Separacion cromatografica

Para evidenciar una separacién cromatografica adecuada empleando la fase movil

previamente mencionada, se determinaron los parametros cromatogréaficos tales como k

y N, los cuales se presentan en la Tabla 10.

Tabla 10. Parametros cromatogréaficos en la determinacion de Clorpirifos.
PLAGUICIDA k’ N

Clorpirifos 4,18 23899
K, factor de capacidad; N, eficiencia, calculados respecto a N3. Fuente: Elaboracion propia

La medicion de k” es una operacién muy frecuente, ya que permite evaluar la retencion del
plaguicida, un valor 6ptimo esta entre 2 y 10. El factor de capacidad y la eficiencia se
ajustaron realizando variaciones en la fuerza de elucion y el flujo de la fase mavil, los

valores obtenidos para estos parametros indican un adecuado método de analisis del

Clorpirifos en un periodo corto de tiempo (43; 44).

7.2.2. Validacion del sistema instrumental

7.2.2.1. Especificidad — selectividad instrumental

El solvente empleado en la preparacion de los estandares o blanco instrumental

(acetonitrilo) no presentd interferentes al tiempo de retencion del clorpirifos como se

observa en la figura 9.
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l F F n p D D n |
1 2 3 4 g =] T =l min

o
Figura 9: Cromatograma del Blanco Instrumental (Acetonitrilo) a 290 nm. Fuente: Elaboracién propia

Se verificé la ausencia de impurezas en los estandares de calibracion de clorpirifos
inyectando en el cromatdgrafo liquido el nivel tres de la curva, para el cual se obtuvo los
cromatogramas ilustrados en la figura 10, en este se evidencia claramente el pico del

analito.

T ] T T | T T ] |
1 4 7 g min

i} 2 3 5 &
Figura 10: Cromatograma de una solucién estandar al nivel tres de clorpirifos Fuente: Elaboracion propia.

Los resultados muestran que el sistema instrumental es selectivo porque da una respuesta
clara para el clorpirifos, tal como lo demuestran el tiempo de retencion y el factor de

respuesta (Tabla 11).
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Tabla 11. Tiempo de retencion y factor de respuesta para el Clorpirifos y TCP.

tr Fr
PLAGUICIDA (min) (area/concentracion)
Clorpirifos 6.48 + 0,89 17.55+0.19

tr: tiempo de retencion; Fr: factor de respuesta. n=15. Fuente: Elaboracién propia

7.2.2.2. Linealidad instrumental

La cuantificacion del clorpirifos se realizé a través de curva de calibracion a partir de
concentraciones crecientes de patrén. En la Figura 11 se ilustra la curvas de calibracion y
los valores de b, a y R2. Se encontré una correlacion significativa entre la concentracion

del analito y la respuesta (area).

90

80 o
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60 -
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40 -

y=16,47x-0,1982
R?=0,996
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20 -
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0 T T T T T ]
0,00 1,00 2,00 3,00 4,00 5,00 6,00

Figura 11: Gréfica correspondiente a la evaluacion de linealidad para clorpirifos. Fuente: Elaboracion propia

El mejor indicador del modelo lineal no es r sino un test estadistico, en el cual se calculod
el valor de t; con n-2 grados de libertad y se compar6 con el valor de t tabulado para un

nivel de confianza de 95% como se muestra a continuacion (43; 44)

Se plantearon las siguientes hipotesis

Ho: no existe correlacion significativa entre el area de pico (Y) y la concentracion del

analito (X)
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Hi: si existe correlacion significativa entre el area de pico (Y) y la concentracion del

analito (X)

toxp = @ = 56.99

Vi-12

Donde:
n=15
Grados de libertad (GL) = n -2 = (15— 2) = 13 y nivel de confianza del 95%
t tavla = 2.160
56.99> 2.160

Puesto que el valor calculado de texp >t tania, S€ rechaza la hipétesis nula, por lo tanto existe

correlacion significativa entre el area de pico (Y) y la concentracion del analito (x).

Para estimar la significacion estadistica de la desviacion estandar de la pendiente (b), se

plantearon las siguientes hipétesis:

Ho: b=0
Hi: b#0

Criterio de aceptacion “b” debe ser significativamente diferente de cero

Se aplico la prueba t student:

toyy = M = 56.99
exp Sb .
Donde:
b= 16.4697
Sp=0,2890

Grados de libertad (GL) = n -2 = (15— 2) = 13 y nivel de confianza del 95%
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t tabla = 2.160
56.99> 2.160

Ya que el valor calculado de texp >t tania, S€ rechaza la hipétesis nula, por lo tanto la
pendiente b es significativamente diferente de cero a un nivel de significancia a de 0.05.
Para estimar la significacion estadistica de la desviacion estandar del intercepto (a), se

plantearon las hipotesis:

Ho: a= 0
Hi:a#0

Criterio de aceptacion: “a” no debe ser significativamente diferente de cero.

toxy = M = 0,23
exp Sa ’
Donde:
a=0,1982
S.=0,8300

Grados de libertad (GL) = n -2 = (15 — 2) = 13 y nivel de confianza del 95%
t tabla = 2160
0,23< 2.160

Puesto que el valor calculado de texp <t tania, S€ acepta la hipétesis nula, por lo tanto el

intercepto a no es significativamente diferente de cero a un nivel de significancia de 0.05.

En la Tabla 12, se muestra los limites de confianza para la pendiente y el intercepto,

observandose que en la pendiente no se incluye el cero y en el intercepto si.

Tabla 12. Limites de confianza para la pendiente y el intercepto.
Plaguicida b + LCba=0,05 a = LCba=0,05

Clorpirifos 17.17 15.83 1.58 -2.28
b + LCb son los limites inferior y superior para la pendiente; a + LCa son los limites inferior
y superior para el intercepto, a un nivel de confianza del 95%. Fuente: Elaboracion propia
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7.2.2.3. Precision instrumental

Repetibilidad. Se evalué mediante el % C.V por nivel de concentracion de plaguicida (43;

44). Los resultados se muestran en la Tabla 13.

Tabla 13. Variacion instrumental como repetibilidad por nivel de concentracion.

CONCENTRACION cv
N (Ppm) (%)
1 0,94 0,99
2 1,41 1,30
3 2,14 0,90
4 3,05 0,60
5 4,95 1,53

*% C.V, Porcentaje de coeficiente de variaciéon (n=5); n, replicas por nivel. Fuente: Elaboracién propia

Se observa que para periodos cortos de tiempo (durante el mismo dia) la variabilidad en
la respuesta brindada por el equipo es baja, respecto a los obtenidos en otros estudios de

validacidn, en los cuales se han encontrado % C.V hasta del 9.5% (43; 44).

Precision. Se evalu6 mediante el % C.V. por nivel de calibracion a diferentes dias (85; 44).

En la Tabla 14 se muestran los resultados obtenidos.

Tabla 14. Variacion instrumental como precisién intermedia por nivel de concentracion.

AREA _
X Des. Est Cv
0 (dias) 5 (dias) 15 (dias)
45,10 45,70 45,60
44,40 45,00 45,80
2,0 ppm 44,60 45,80 46,00 45,45 0,58 1,28
44,70 46,20 45,50
45,30 45,70 46,30

*% C.V Coeficiente de variacion (n=3); N, nivel de calibracion; n, replicas por nivel; Des. Est, desviacion estandar. Fuente:

Elaboracién propia
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Respecto a los resultados correspondientes a los ensayos de repetibilidad y precision
instrumental, se observa una variabilidad menor del 5% mostrando que la metodologia

instrumental es precisa.

7.2.2.4. Sensibilidad

Los limites de deteccion (LOD) y cuantificacion (LOQ) instrumentales, se determinaron a

través del método sugerido por la [IUPAC como se muestra a continuacion:

3s; B
LOD = —ntereeptos Ecuacion 9

bpramedia

10s
LOQ = —nierceptos Ecuacién 10

bpromedio

Donde:
Sinterceptos, €S la desviacion estandar de los interceptos

bpromedio, €S €l promedio de las pendientes

Los valores de LOD y LOQ obtenidos son menores que el primer nivel de la curva de
calibracion (lug/mL), por lo cual se puede decir que el método instrumental es
suficientemente sensible para determinar los residuos del plaguicida estudiado. Ademas,
dichos valores son inferiores a las cantidades normalmente aplicadas por los agricultores
de la region en diferentes cultivos (0.48ug/g suelo) Los resultados obtenidos se muestran

en la siguiente Tabla 15



60 Evaluacién del efecto de un lombricompost sobre la retencion y degradacion de

Clorpirifos en suelo

Tabla 15. Limite de Deteccion y de Cuantificacion Instrumentales para clorpirifos.

LOD LOD LOQ LOQ

CURVA PEND INTER Sintercepto bpromedio (ug/m L) (ug/g) (ug/m L) (ug/g)

1 16,687 1,286
2 16,256 0,460 0,56 16,50 0,10 0.04 0,34 0.14

3 16,566 0,219
Pen, pendiente; inter, Intercepto de la curva; Sinercepto, desviacion del intercepto; bpomedio, Promedio de la pendiente; LOD,
limite de deteccién; LOQ, limite de cuantificacién. Fuente: Elaboracion propia

7.2.3. Evaluacion del efecto Matriz

Estos fenédmenos son poco probables en HPLC, ya que el puerto de inyeccién Gnicamente
actla como receptor inicial de la muestra y no se presentan cambios fisicos o quimicos en
ésta; razon por la cual se encuentran mdltiples investigaciones en las cuales se han
cuantificado residuos de plaguicidas por HPLC empleando curvas de calibracion en
solvente (43; 86; 5).

La evaluacion inicial de este efecto se realizé mediante el trazado de las curvas en solvente
y en extracto (Figura 12), y el calculo correspondiente al porcentaje de efecto matriz que
relaciona la respuesta obtenida en extracto matriz con la respuesta obtenida en solvente.
En la Tabla 16, se muestran los porcentajes de efecto matriz para cada nivel de calibracion.
Aunque este calculo no brinda una estimacion estadistica significativa del efecto matriz,

provee una informacioén visual clara.

90,00 -
80,00 -

70,00 -

60,00 -
E
ETT * SOLVENTE
v i
£ 40,00 y = 16,411 +0,1205
30,00 - R? = 0,9967

20,00 7 # EXTRACTO

10,00 - y =16,759x - 0,5911
R?=0,9915

0,00

0,00 1,00 2,00 3,00 4,00 5,00 6,00
Cocentraci6n (pg/mL)

Figura 12. Curva en extracto y solvente para la evaluacion del efecto matriz. Fuente: Elaboracion propia
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Tabla 16. Porcentaje de efecto matriz por nivel de concentracion

NIVEL N1 N2 N3 N4 N5

Y%EM 98,2 104,7 106,6 100,7 101,2
N, nivel de concentracion de la curva; %EM, porcentaje efecto matriz. Fuente: Elaboracion propia

Los valores del efecto matriz estan en un rango de 98.2% a 106.6% lo que sugiere que
este efecto no es significativo para el andlisis cuantitativo (11). La ausencia de efecto matriz
proporciona algunas ventajas entre las que se incluyen la disminucién en los costos y
tiempos de analisis ademds, evita la saturacion de la columna cromatografica con

sustancias indeseadas, protegiéndola e incrementando el tiempo de vida de la misma (43).
Con el fin de corroborar una ausencia de efecto matriz se realizaron estadisticos de prueba

t-test pareado y regresion lineal (87; 43). Como se observa en la Tabla 17, el t-calculado

es menor al tabulado por la tanto se infiere la ausencia de efecto matriz.

Tabla 17. Prueba t-test pareado para evaluacién del efecto matriz

VARIABLE VALOR
Promedio de las diferencias (d) 0,98
Desviacion Estandar de las diferencias (S) 83,65
t-Calculado 0,02
t-Tabulado 2,13

Fuente: Elaboracion propia

Enla Tabla 18, se muestra los resultados del andlisis de regresion lineal para la evaluacion
del efecto matriz. Puesto que el valor calculado de tcaculado > t tabulado, S€ rechaza la
hipotesis nula, por lo tanto existe correlacion significativa entre el rea de pico (Y) y la

concentracion del analito (x).
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Tabla 18. Regresion lineal para evaluacion del efecto matriz

VARIABLE VALOR

Pendiente (b) 0,9816
Intercepto (a) 0,9220
Coeficiente de determinacion (R?) 0,9991
t-calculado 65,9932

T tabulado 2,3060

Limite de confianza de la pendiente (b=b+tSh) 1,0113 a 0.9528
Limite de confianza del intercepto (a=a+tSa) 2.0325 a -0.1884

Fuente: Elaboracién propia

Se observa que uno y cero estan incluidos en los intervalos de confianza calculados para
b y a, respectivamente. Por lo tanto, se concluye que tanto b como a no difieren
significativamente de los valores de la linea de regresion lineal, (1 y O para b y a
respectivamente), por lo que no hay diferencia entre las respuestas en solvente y en
extracto, es decir no hay efecto inducido por la matriz

7.2.4. Validacion de la metodologia

7.2.4.1. Especificidad — selectividad

Como se observa en la Figura 13, no se observan interferencia en el tiempo de retencién

del clorpirifos.

CPF
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Figura 13. Cromatograma de extracto blanco de matriz. Fuente: Elaboracion propia

Se preparé e inyectd una solucion de clorpirifos en extracto blanco de matriz al nivel tres
de la curva de calibracion (figura 14). En la Tabla 19, se presentan el tiempo de retencién
y el factor de respuesta para este.

Figura 14. Cromatograma de una solucion de clorpirifos en extracto blanco de matriz al nivel tres de

calibracion. Fuente: Elaboracion propia

Tabla 19. Tiempo de retencion y factor de respuesta para clorpirifos en extracto blanco de matriz al nivel 3.

tr Fr
PLAGUICIDA ) )
(min) (area/concentracion)
Clorpirifos 7.22+0,14 161.03

tr, tiempo de retencion; Fr, factor de respuesta. Fuente: Elaboracién propia

7.2.4.2. Linealidad

Corresponde a la linealidad determinada en la validacion instrumental, ya que no se
presentd efecto matriz significativo, en la Tabla 20, se muestran los niveles de

concentracion expresados en solucion y en el suelo.
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Tabla 20. Niveles de fortificacion del suelo

N1 N2 N3 N4 N5

ng/mL  pg/g wg/mL  pglg ng/mL  pglg ng/mL  pg/g ng/mL  ug/g
1,00 0.42 1.50 0.63 2,00 0.84 3.0 1.26 500  2.10

*N corresponde a cada nivel de concentracion; pg/ml: pg de clorpirifos/mL de solucién; mg/kg: mg de clorpirifos/Kg de suelo

seco. Fuente: Elaboracién propia

7.2.4.3. Precisién y Exactitud

La exactitud y la precision por nivel de concentracion en el ensayo de repetibilidad se

evaluaron a través del célculo de los % R y los % C.V. Los resultados obtenidos se

presentan en la Tabla 21.

Tabla 21. Exactitud y precision para los sustratos utilizados al nivel tres de concentracion

Tratamiento %R % C.V
T1 103.3 8.62
T2 101.7 8,30
T3 86.8 3.59

*C.V, Coeficiente de variacion; %R: porcentaje de recuperacion. Fuente: Elaboracion propia

Los porcentajes de recuperacion son adecuados ya que se encuentran entre el 70 y el 120
% valores establecidos por la EPA como criterio de aceptacion en la validacién de métodos

para el analisis de residuos de plaguicidas y drogas veterinarias para concentraciones

entre 0.4y 2.1 mg/kg (32; 85).

7.2.4.4. Sensibilidad

Debido a que no se encontr6 efecto matriz los limites de deteccion y cuantificacion estan

determinados por la curva patrén en acetonitrilo
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7.3. Etapa 3. Evaluacién del proceso de adsorcion-

desorcion de Clorpirifos en suelo

7.3.1. Cinéticas de adsorcioén

La cinética de adsorcién se evalud con el fin de establecer el tiempo de equilibrio entre los
procesos de adsorcion/desorcion. El establecimiento de tiempo de equilibrio entre el
plaguicida en solucién y la fase acuosa y sélida es importante, dado que las medidas de la
adsorcién deben ser llevadas a cabo cuando se ha alcanzado el equilibrio.

La adsorcién se expresa como el porcentaje de sustancia adsorbida sobre el suelo con
respecto a la cantidad suministrada al inicio del experimento bajo las condiciones

previamente establecidas, como se muestra en la siguiente ecuacion:

A(ti)zmxloo(%) Ecuacion 11

o]
Donde:

A(ti) = porcentaje de adsorcion en el tiempo t; (%)

ads

s (t.) = masa de Clorpirifos adsorbida en el suelo en el tiempo t; (ug)

M, = masa de Clorpirifos suministrada al inicio del experimento (g)

De acuerdo a las cinéticas, la adsorcion del clorpirifos increment6 con el incremento del
tiempo de equilibrio en todos los tratamientos. Se observé una adsorcion rapida o
instantanea en los primeros 30 min de agitacion, seguida de una adsorcion lenta o difusion
del plaguicida en los microporos del suelo. La adsorcién instantdnea se debe a la

transferencia de masa principalmente en los macroporos (23). La adsorcién del insecticida



66 Evaluacién del efecto de un lombricompost sobre la retencion y degradacion de

Clorpirifos en suelo

por encima del 95 % en los primeros minutos del ensayo es usual en contaminantes
organicos sobre adsorbentes naturales (88), gracias a las interacciones n—m (van der
Waals, interacciones electrostaticas e hidrofébicas) entre los anillos arométicos de la
materia orgénica del suelo y el anillo aromatico del clorpirifos (51; 89; 9). Como no se
apreciaron incrementos considerables en el porcentajes de adsorcion del clorpirifos
después de 240 min (Figura 15), se establecié que 24 h es un tiempo éptimo de equilibrio
para la obtencion de las isotermas de adsorcion y desorcion. Este tiempo (24 h), es
considerado un tiempo suficiente para alcanzar el equilibrio de los plaguicidas entre los
solidos y la solucion del suelo (51)
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Figura 15. Cinéticas de adsorcion del clorpirifos para los tres tratamientos. Fuente: elaboracién propia
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7.3.2. Isotermas de adsorcion

Para las isotermas de adsorcién se utilizaron los tratamientos descritos en la Tabla 22 y

cinco niveles de concentracion del clorpirifos

Tabla 22. Tratamientos para las isotermas de adsorcion-desorcion

Tratamiento Descripcion
No. Suelo (%) Lombricompost (%)
Tl 100 0
T2 80 20
T3 50 50

Fuente: Elaboracion propia

La cantidad de clorpirifos adsorbido por gramo de suelo (Cs®) se calcul6 como la
diferencia entre la cantidad inicial y la cantidad remanente en equilibrio (9; 50). La isoterma
de adsorcion, (Cs2%%) como funcién de (Caq®®®), se ajustaron a los modelos Freundlich (Ec.
3), de Langmuir (Ec. 4): y lineal (Ec. 5),

Los valores de la Tabla 23, muestran la regresion lineal de Freundlich y de Langmuir,
evidenciandose que existe una correlacion lineal para ambos modelos, ya que el t-
calculado>t-tabulado, sin embargo, el coeficiente de determinaciébn muestra un mejor

ajuste al modelo de Freundlich para los tres tratamientos

Tabla 23. Regresion lineal del ajuste de Freundlich, Langmuir y lineal

Var Freundlich Langmuir Lineal

T1 T2 T3 T1 T2 T3 T1 T2 T3
b 0,4958 0.7249  0.7146 0.0025 0.0038 0.0006 55,8792 145,5972 380,6282
a 2.2420 2.3532  2.6473 0.0024 0.0028 0.0011 94,3208 61,4723 59,8463
R2 0.9480 0.9158  0.9235 0.9987 0.7606 0.7735 0,8999  0,9367 0,9483
te 15.3955 11.8943 11.8943 70.1932 6.4260 6.6633 10,8165 13,8732 15,4488
tt 2,101 2.1010 2.1010 2.1010 2.1010 2.1010 2,101 2,101 2,101
GL 13 13 13 13 13 13 13 13 13

b = pendiente, a = intercepto, R? = Coeficiente de determinacion, t. = t-student calculado, t, = t-student tabulado, GL = grados
de libertad, Var= variable
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Dicho ajuste coincide con algunas investigaciones en las que se afirma que los modelos
de isotermas de Langmuir a menudo fallan al describir los datos de adsorcion-desorcion
en fase acuosa y generalmente la de Freundlich y los modelos lineales describen mejor los
datos de adsorcion-desorcion de plaguicidas. Por otra parte, este ajuste indica que la
cantidad adsorbida incrementa, cuando la concentracidon de clorpirifos aumenta en la
solucién a través de interacciones con grupos polares del clorpirifos y la materia organica

de los sustratos empleados (23; 43; 47).

Tabla 24. Parametros de adsorcion en los tres tratamientos con los modelos de Freundlich, langmuir y lineal

T | %Corg Freundlich Langmuir Lineal

i Kr(mL/pug) R? n K(mL/ug) R? Kp(mL/pg) R? Koc
1| 201 i%”‘éga 118:%* 0,0501 é;ggi’ 490.09¢ | 0.9974 ng&i 0,8999 | 2780,10
2| a21 i%’Eb Zgg:gg* 0,9169 é:gg;—' Zggzégi 0,7606 1‘113:281' 09367 | 345843
3| 754 i(())‘,é’o&;b 42‘1‘:235 0,9511 8:33; 1?8?:?? 07735 322:221“ 0,9483 | 5039,79

Fuente: Elaboracién propia

En la Tabla 24, se muestra la capacidad de adsorcidn del clorpirifos en los tres tratamientos
con el modelo de Freundlich, Langmiiir y lineal, y las demas constantes. Los modelos de
Freundlich y lineal mostraron un mejor ajuste a los datos de adsorcién del insecticida en
el Inceptisol sin y con el lombricompost, segln los coeficientes de determinacién R? con
un rango entre 0,8999 a 0,9511. En investigaciones previas se afirma que el modelo de
Langmuir a menudo falla al describir los datos de adsorcién en fase acuosa de plaguicidas

y generalmente el de Freundlich y lineal los describen mejor (23)

Los modelos de Freundlich y lineal indican que la cantidad adsorbida incrementa, cuando
la concentracioén del clorpirifos aumenta en la solucion, gracias a las interacciones n—mu del
clorpirifos y la materia organica de los sustratos empleados (34; 51; 9) . Por otro lado, los
valores de n; del ajuste de Freundlich muestran que las isotermas se pueden clasificar
como L (n<1), concava curvada hacia abajo (Figura 16), isotermas que indican que a
medida que se van saturando los puntos activos del adsorbente, la adsorcién de nuevas
moléculas tiene lugar con mayor dificultad (48). Es importante resaltar que los valores de
ns representan una medida conjunta de la magnitud relativa y la diversidad de energias

asociadas con el proceso de adsorcion. También se observa que, la energia de adsorcion
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para T3 y T2 (tratamientos a los cuales se les hizo la adicion de lombricompot) son
significativamente mayores que para T1 (suelo sin lombricompost), debido a que la adicién
de lombricompost aumenta los sitios activos de retencion y por lo tanto hay una mayor

capacidad del suelo para retener al clorpirifos.
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Figura 16. Isoterma ajustada al modelo de Freundlich en forma exponencial. Fuente: Elaboracion propia
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Figura 17. Isoterma de adsorcion de Freundlich linealizada para el efecto de la adicion de lombricompost.
Fuente: elaboracion propia

La posicion en la curva de adsorcion en la Figura 17, es un indicativo de la capacidad de
adsorcion del plaguicida en el sustrato, entre mas alto sea el valor en el eje Y, mayor

cantidad de clorpirifos adsorbido (23). Esto evidencia que a medida que se incrementa la
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cantidad de carbono organico del sustrato, aumenta la adsorcién de Clorpirifos, por lo tanto
el orden de adsorcion del clorpirifos es T3>T2>T1.

El incremento de la capacidad de adsorcion del clorpirifos y otros plaguicidas debido al
incremento del contenido del carbén organico en los suelos, ha sido previamente publicado
para suelos de la India y de Colombia (9; 90; 91). Datos congruentes con los reportados
en un estudio sobre la adsorcién-desorcion de este pesticida en cinco suelos diferentes en
medio acuoso, donde se observo que los valores mas elevados de K fueron para los suelos
con mayor contenido de materia organica (90). Resultados similares se obtuvieron cuando
determinaron las caracteristicas de adsorcion-desorcion de tres insecticidas en cuatro
suelo provenientes de la india y establecieron que con respecto a la capacidad de
adsorcion, mayor era para suelo compostado>suelo arcilloso>suelo rojo, ademas las
isotermas se ajustaron al modelo de Freundlich y los valores de K; incrementaron con el

incremento del contenido de materia organica del suelo (91)

7.3.3. Isotermas de desorcion

La caracterizacion de la desorcién permite determinar la reversibilidad o irreversibilidad del
proceso de retencion de clorpirifos en los tres tratamientos empleados, las isotermas de
desorcion fueron ajustadas al modelo de Freundlich y lineal como se muestra en la Tabla
25. En la Figura 18, se muestran las isotermas de adsorcién y desorcién del clorpirifos para
el T1 y T2. Las concentraciones en solucion del insecticida en el T3 fueron menores al
limite de deteccidn, por lo cual se puede inferir que el proceso de adsorcién fue irreversible
en este sustrato para las concentraciones trabajadas. La reversibilidad del proceso de
adsorcion afecta la distribucion del plaguicida en los compartimientos ambientales, es por
esto que es importante evaluar la reversibilidad del proceso de adsorcion. Para ello, la
isoterma de desorcién, (Cs?®) como funciéon de (Cyq®®), se ajusté al modelo lineal (Ec. 5)

y se obtuvo el indice de Histéresis (HI) segun la Ecuacion 12 (9; 92)

K
HI =-22¢ _1 Ecuacion 12
Kp
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donde
Kp,4: €s el coeficiente de distribucion de la desorcion a 24 horas.

Tabla 25. Parametros de desorcién del clorpirifos en los tres tratamientos con los modelos de Freundlich y
lineal

HI Freundlich Lineal

Ny K+d R? KD24 R2
8,17+ 102 0,96 461,58+7,25 0,9777 457,72+14,76 0,9933 0,33+0,06
13,11+0,76 1,37 3039+30,23 0,9845 1909,53+48,73 0,9958 0,04+0,02
T: Tratamientos, HI: indice de histéresis, KD24: Coeficiente de desorcion, %D: Porcentaje de desorcion,
debajo del limite de deteccion. Fuente: elaboracion propia.

%D
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Para Tl y T2, los coeficientes de desorcion (Kpzs y Kig) fueron mayores que los de la
adsorcion ( Kp y Ky,), esto indica una fuerte adsorcién del clorpirifos, congruentes con sus
bajos porcentajes de desorcion y un HI mayor de uno. Caracteristico de plaguicidas de
organicos, que se adsorbe rdpidamente en sustratos organicos en los primeros minutos

del proceso de adsorcién (como se mostro en la Figura 15)

Lo cual se puede confirmar con las rutas de adsorcion y desorcién en los sustratos (Figura
18). En esta figura se muestran rutas diferentes para la adsorcion y desorcion, existiendo
histéresis. La histéresis es atribuible a diferentes causas como: a) la adsorcién en su
mayor parte es irreversible, b) hay cambios adsorptivos en los complejos del suelo, ¢)
incremento de agregados de arcilla-materia organica después de repetidas agitaciones lo
cual incrementa los sitios de adsorcion, y d) interaccién con la fraccion organica haciendo
la adsorcibn menos reversible lo que sugiere que una cantidad del plaguicida forma
enlaces con la superficie de los minerales de arcilla o bien con la materia organica del
suelo y/o la aplicada (32). Siendo probablemente esta Ultima la que mas contribuye a los
procesos de adsorcion, irreversibilidad e HI del clorpirifos en el suelo estudiado con la

aplicacion de lombricompost
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Figura 18. Isoterma de adsorcidén-desorcion para: a) T1 y b) T2. Fuente: Elaboracion propia

50 1

7.3.4. Determinacion del coeficiente Kqc

Tedricamente, este coeficiente implica que la materia organica se comporta practicamente
de la misma manera independientemente del suelo, por lo que el valor de Ko. de cada
compuesto seria practicamente el mismo para todos los suelos, resultando asi un
parametro Util para comparar la adsorcién de diferentes compuestos. Por lo tanto, este
valor es usado universalmente como una medida del potencial de movilidad relativa del

plaguicida en los suelo (46).

Los valores de Ko son usados universalmente como una medida del potencial de movilidad
relativa del plaguicida en los suelos. El K relaciona el coeficiente de adsorcion (Kdags)
con el contenido de carbono organico del suelo (C.O) mediante la siguiente ecuacion:

100
ads X
%C.O

Ecuacién 13

Koo = Kd

Donde:

%CO = porcentaje de carbono organico (%)
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Tambien se observa en la Tabla 24, que el Kqc se incrementa con el contenido de carbono
organico, es decir, con el incremento de lombricompost en el suelo. Esto puede evidenciar,
gue la adicién de materia organica compostada disminuye la movilidad del clorpirifos en el
perfil del suelo y por lo tanto sus posibles efectos adversos en agua subterraneas y los
cuerpos de agua.

Como se dijo anteriormente, no solo la adsorcién esté limitada a los materiales organicos
del suelo, sino también a su fraccion mineral como el contenido y tipos arcillas presentes
en el suelo El analisis mineraldgico de arcillas para el suelo (Tabla 6 y Anexo 11.8), mostro
gue el suelo presenta integrados 2:1-2:2, que corresponde a arcillas de tipo 2:1, como

vermiculitas o montmorillonita (Figura 19).

e e e N e

Si(4-R)Al:~:OIU A1(2'Y)ng(OH )M GHy)v

Montmorillonita: (x+y)<0.6 x=0 Vermiculita: 0.6<(x-y)<1

Figura 19. Estructura de las arcillas Montmorillonita y vermiculita.
Fuente: http://www.eweb.unex.es/eweb/edafo/ECAP/ECALAFSCMMinPrim.htm

Este tipo de arcillas posee un espacio interlaminar ocupado por cationes de cambio mas o
menos hidratados. La hidratacion de los cationes trae consigo el aumento de la distancia
de separacion entre las ldminas. La separacion de las laminas tiene importantes
repercusiones desde el punto de vista de la capacidad adsorbente de estos minerales, ya
gue da lugar a un aumento de la superficie accesible para la adsorcion de moléculas
organicas polares e ionicas (93; 49). El clorpirifos es una molécula organica no polar por

lo tanto su retencidn pueda estar sujeta a interacciones sobre la superficie de las arcillas
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7.4. Etapa 4: Degradacion de Clorpirifos en suelo

7.4.1. Incubaciones bajo condiciones de laboratorio

En la Figura 20, se muestra la cantidad de clorpirifos remanente con respecto al tiempo de
incubacién de los tres tratamientos empleados. Se puede apreciar que, en general, las
concentraciones de clorpirifos van decayendo con el tiempo de una forma exponencial,
observandose una primera etapa rapida de disminucion y una segunda etapa en que la

disminucién es mas lenta.
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Figura 20. Variacion de la concentracion de clorpirifos en el tiempo

La degradacion de clorpirifos se ajustdé a una cinética de primer orden, descrita por la

ecuacion:

C=Cye ™ Ecuacion 14

donde

C, es la concentracion inicial de clorpirifos

C es la concentracion alcanzada a tiempo
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t y K es la constante de degradacion.

Las constantes de degradacion y los coeficientes de Pearson, en cada caso, fueron
calculados por analisis de regresion lineal del In ¢ frente al tiempo de incubacién, utilizando

la ecuacion 15 en su forma logaritmica:

InC=InC, - Kt Ecuacion 15

Las vidas medias (ti2) del clorpirifos con los tres tratamientos estudiados se calcularon

mediante la ecuacion:

ti2 = vl Ecuacion 16

En las Tabla 26 y 27 el ajuste de los datos a una cinética de primer orden y los tiempos de
vida media respectivamente. Al ajustar los datos de la degradacion del clorpirifos a una
cinética de primer orden, se encontré valores de R?>0.9488 (Tabla 26). Lo que indica que
dicho modelo explicé el proceso de degradacion bajo las condiciones de estudio. Se
observa ademas, que el clorpirifos se degradd con un ti; entre 6,02 y 14,44 dias, el cual
se encuentra proximo a los estimados por Das, 2015, quien reporta un rango de 3.82 a

27.07 para cinco suelos con amplia variabilidad fisicoquimica.

El valor de t1, 0 periodo de semi-degradacién da una idea acerca de la persistencia del
plaguicida. Cuando un plaguicida resiste los procesos de transformacion y ademas no se
evapora sera muy persistente, tendra un periodo de semi-degradacién muy largo y un alto
potencial para contaminar las aguas subterraneas. En general, los plaguicidas con vidas
superiores a 2-3 semanas deben ser cuidadosamente evaluados debido a la posibilidad
de que puedan contaminar los acuiferos. De acuerdo a Das, 2015, para las condiciones
estudiadas el clorpirifos en T1 y T2 esta en el rango de dos semana lo que indica, que
puede ser un contaminante potencial a las agua subterrdneas, mientras que si trabaja con
un mayor contenido de carbono organico este valor puede disminuir y por tanto su efecto

adverso. La influencia de Carbono orgénico en la degradacion se ha reportado como un
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incremento de la actividad microbiana, debido a la disponibilidad de sustratos para el
cometabolismo de microorganismos (47).

Tabla 26. Regresion lineal en la degradacién de clorpirifos en los tres tratamientos

TRATAMIENTOS

VARIABLE

T1 T2 T3
Pendiente (K+SD) 0,0513+0,0003 0,0488+0,0001 0,0500£0,0003
Intercepto (Co) 0,6311 0,0718 -0,1394
Coeficiente de determinacion (R?) 0,9726 0,9488 0,9650
t-calculado 20,1200 14,8932 18,1662
T tabulado 2,1790 2,1790 2,1790

Los valores se obtuvieron por regresion lineal de InC frente al tiempo considerando tres repeticiones por
tratamiento y p=0,05

Tabla 27. Evaluacion de los tiempos de vida media con los diferentes sustratos

Tratamiento %Corg tie
T1 2.01 14.44+1.51a
T2 4.21 14.15+1.19a
T3 7.54 6.02+0.37b

%Corg, porcentaje de carbono organico; ta,, tiempo de vida media, a y b, agrupamiento Duncan

Como se dijo anteriormente, el contenido de carbono esta relacionado con la degradacién
de los plaguicidas como también la disponibilidad del sustrato, la cantidad y la actividad de
los microorganismos y propiedades fisicoquimicas del suelo como humedad y pH. En la
Tabla 28 se presentan los valores de pH para los tres tratamientos, se observan que los
tres presentan valores cercanos a la neutralidad. ElI pH es un factor importante en la
degradacién del clorpirifos, en condiciones acidas el clorpirifos se mantiene estable, y a
pHs cercanos a la neutralidad y basicos tiene influencia la hidrélisis quimica. Se ha
reportado que valores de pH cercanos a la neutralidad y alta actividad microbiana pueden

ser las razones para la degradacioén rapida del clorpirifos en los tres tratamientos (5)
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Tabla 28. Medida de los pHs al inicio del proceso de degradacion del clorpirifos en los tres tratamientos

Tratamiento pH CVv
T1 6.58 0.31
T2 6.70 0.35
T3 6.71 0.31

CV: coeficiente de variacion en porcentaje Fuente: elaboracién propia

La hidrdlisis del clorpirifos se puede dar por la lisis del anillo de pirimidina para formar el
metabolito principal 3,5,6-tricloro-2-piridinol (TCP) y di-etil-tiofosfato (DETF), de acuerdo a

la siguiente reaccion:

Cl cl
o)
—N ﬁ/ \/CHB —N ﬁ/o\/CH3
cl N\ / o—P — OH +  HO-P
NoCHy \_ 7 o _CHy
cl ~ al ~
CPF TCP DETF

Fuente: elaboracion propia

Donde el metabolito TCP, es considerado de mayor toxicidad que su compuesto padre, es
por esto laimportancia del uso del lombricompost para retener el plaguicida en las primeras

capas del suelo para permitir que los microorganismos realicen una degradacién de este.

7.4.2. Estimacion de la actividad microbiana

El efecto de la aplicacion del lombricompost mediante la evaluacién de la respiracion
edéfica basal, expresada en mg CO:, liberado por dia y kilogramo de suelo, se muestra en

la Figura 21.
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Figura 21. Dindmica de la evolucion de COz en el suelo de estudio durante un periodo de incubacion de 45

dias para los tres tratamientos. Fuente: Elaboracién propia

Se observo una tendencia en aumento de la evolucién de CO, hasta el dia 45 la cual se
relaciona con un aumento de la actividad microbiana en los tres tratamientos. Sin embargo,
a partir del dia 21 se observan diferencias significativas entre el T1y T2 con el T3 (Tabla
29), siendo mayor la actividad para este ultimo, lo que infiere un estimulo de la
incorporacion del lombricompost (mayor contenido de carbono organico) durante este
periodo y posible degradacion del clorpirifos dado que no se espera un efecto “priming” de
la materia organica incorporada ya que los segun los indices calculados esta encuentra
bien humificada. No se encontrd diferencias significativas entre los tratamientos y sus
respectivos testigos, esto puede suponer que no hubo inhibicién de la poblacién microbiana

con la dosis de clorpirifos aplicada

Tabla 29. Evolucion de CO: en los tres sustratos durante los diferentes dias de incubacion

Dias 0?2 1b 7° 144 21¢ 35f 459

TRATAMIENTOS

Tex 0 378.942 757.902 1578.942 1326.302 1515.802 1768.42
T1 0 378.972 821.108 1515.782 1389.502 1515.802 1768.42
Te2 0 821.05° 694.708 1326.312 1642.102 1578.90? 1768.42
T2 0 757.89° 694.708 1326.312 1452.602 1642.10%*  1831.62
Tes 0 378.942 757.908 1389.472 1452.602 2084.20° 2842.1°
T3 0 378.942 631.602 1326.312 1452.602 2084.20° 2842.1°

Las letras corresponden a un agrupamiento Tukey (p=0,05). Te;, Te, y Tes, corresponden a los testigos de cada tratamiento
Fuente: elaboracién propia
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Por otro lado, las concentraciones residuales de clorpirifos no se pueden atribuir solamente
a la degradacion por parte de los microorganismos del suelo, si no también, al proceso de

retencién de la fraccién organica y mineral del suelo.

7.5. Etapa 5. Estimacion del indice GUSy PBT

En la figura 22, se presentan los valores de GUS obtenidos para los diferentes sustratos,
calculados a partir de las vidas y el coeficiente de particion del clorpirifos en condiciones
de laboratorio.
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Figura 22. Valores del indice de lixiviacion GUS para los tres tratamientos,. (----) limites de los intervalos de
riesgo del indice. Fuente: elaboracion propia

Este indice muestra bajos riesgos de contaminaciéon de la capa freatica para los tres
Tratamientos, esto puede explicarse a la alta adsorcién del clorpirifos en sustratos
organicos y bajos tiempos de permanencia en el suelo. Para T1 se encontr6 un valor de -
0,10 indicando que en este sustrato presenta un valor alto de Ko (2780,10mLg?) y valores

de t12 bajos (14.44+1.51), para los cuales, el indice predice valores negativos.

En la figura 23, se presenta los valores del indice de percolacién, bioacumulacién y
toxicidad (PBT). Se encontr6 que segun las condiciones empleadas del analisis el

plaguicida se considera de baja agresividad
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Figura 23. Valores del indice de PBT para los tres tratamientos. (----) limites de los intervalos de riesgo del
indice. Fuente: elaboracién propia

Como se puede observar, tanto para el indice GUS como para PBT, a medida que se
incrementa el contenido de carbono organica hay una disminucién en el valor de estos
indices, por lo tanto, la adicion de lombricompost genera una barrera protectora e impide

la lixiviacién del clorpirifos a aguas subterraneas



8. Discusion de Resultados

El Inceptisol utilizado en este ensayo, se caracterizé por tener textura franca, con 23.76%
en arcillas del tipo vermiculita y montmorillonita, contenido de carbono organico medio y
pH de 6.58, parametros importantes en los procesos de retencion y degradacién del
clorpirifos en el suelo de estudio bajo condiciones controladas (23). Donde, la arcilla,
materia organica y el complejo organomineral actian como portadores de sitios activos
para la adsorcién de los plaguicidas en el suelo y el pH controla procesos de degradacién
de este (5).

Los ensayos de adsorcion se ajustaron al modelo de Freundlich e indicaron que el
clorpirifos es fuertemente retenido en el suelo y la adsorcién se incrementa con aumentos
en el carbono orgénico, es decir, con incremento de lombricompost en el suelo, esto
debido, a un incremento de los sitios activos (23), lo que se evidencid en los tres
tratamientos donde se encontr6 un orden de adsorcion de clorpirifos de T3>T2>T1
(T1=0%, T2=20% y T3=50% de adicion de lombricompost). Proceso que a su vez, se
relaciona estrechamente con las propiedades fisico-quimicas, la cantidad y tipo de arcillas
presentes en el suelo. La adsorcion de los plaguicidas por materia organica, es uno de los
procesos que gobiernan la solubilidad y asimilacién de este en el ambiente, esta adsorcion
puede lograr un detrimento del plaguicida en la solucién del suelo y por lo tanto, de su
disponibilidad y toxicidad. (94).

Por otro lado, los ensayos de degradacién de clorpirifos en condiciones controladas
mostraron que la adiciéon de lombricompost en el suelo influye en menores tiempos de
permanencia del plaguicida (medidos como ti2) y mayor actividad microbiana (evolucién
de COy). Situacion que puede interpretarse desde diferentes perspectivas: incorporacion
del plaguicida como material organico biodegradable e incremento en riesgos de
contaminacién con productos de su metabolismo en el suelo, mas téxicos que el producto

original.

De acuerdo con los resultados obtenidos en condiciones de laboratorio, para los procesos
de adsorcion-desorcién y degradacion de clorpirifos en los tres tratamientos se determiné

los indices GUS y PBT teniendo en el parametro Koc en el proceso de adsorcion y el ti, en
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la degradacion. El indice GUS predice bajos riesgos de contaminacion para el clorpirifos.
El indice PBT muestra de igual modo, que este plaguicida es poco agresivo contra el
ambiente. Sin embargo en condiciones de campo, en las cuales se incrementa la
complejidad de los factores que intervienen en la respuesta, los plaguicidas pueden tener
otros comportamientos incrementandose el riesgo real de contaminacion ambiental. Estos
indices pueden utilizarse Unicamente para evaluar niveles de impacto relativo en

condiciones controladas de laboratorio.
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9. Conclusiones

El suelo del orden Inceptisol escogido para este ensayo, controlado en condiciones de
laboratorio, reunié las caracteristicas fisicoquimicas que permitieron evaluar el efecto de
distintas adiciones de lombricompost, en los procesos de adsorcidn-desorcion y

degradacién del Clorpirifos, con las metodologias seleccionadas para esta investigacion.

La adicion del lombricompost, permitié observar que la adsorcion del Clorpirifos se
incremento6 y disminuy6 el tiempo de permanencia al ser degradado en el suelo. Estos
resultados los favorecid la estabilidad de la materia organica exégena utilizada y la
composicion de las arcillas de tipo 2:1, presentes, que se caracterizan por una alta

capacidad de retencion

En las condiciones establecidas en este ensayo, el indice GUS y PBT predicen bajos
riesgos de contaminacion y baja agresividad del clorpirifos. Sin embargo estos indicadores
sb6lo son validos en condiciones controladas de laboratorio y pueden variar
considerablemente en condiciones de campo dada la complejidad de los factores que

intervienen en la respuesta.

Dada la variabilidad de los suelos y su manejo, en condiciones de campo, la aplicacién de
Clorpirifos puede conllevar riesgos reales de contaminacién ambiental, puesto que los
productos de su degradacién son mas toxicos que el producto original y se movilizan en el
suelo (36). Por ello, esta investigacion debe interpretarse y valorarse desde el punto de
vista metodoldgico pero carece de validez como argumento de inocuidad del producto en

los agroecosistemas.



10. Recomendaciones

Respecto a la evaluacion de la degradacién de Clorpirifos se recomienda para futuros
trabajos de investigacion evaluar los posibles metabolitos formados ya que por ejemplo el

TCP, se considera mas mévil y de mayor toxicidad que su compuesto padre.

Es necesaria la identificacion de los microorganismos o poblaciones microbianas

encargadas de degradar el clorpirifos, con el fin de evaluar alternativas de bioremediacién

Analizar las propiedades fisicas, quimicas y microbiologicas del suelo, una vez aplicado el
lombricompost, con el fin de conocer el estado en el cual queda el suelo, e implementar
las técnicas de manejo pertinentes para mejorar su productividad y crecimiento de las
poblaciones microbianas benéficas.
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12. Anexos

ANEXO 12.1. ESTADISTICO DEL EFECTO DEL LOMBRICOMPOST SOBRE LA
RETENCION DEL CLORPIRIFOS

‘ EFECTO DE LOMBRICOMPOST

Procedimiento GLM
Informacién de nivel de clase

Clase Niveles Valores
SUSTRATO 3 SUELO TRATa TRATb
NIVEL 5 12345

NUumero de observaciones leidas 45

NUumero de observaciones usadas 45

EFECTO DE LOMBRICOMPOST

Procedimiento GLM

Variable dependiente: KD

Fuente DF Sumade cuadrados Cuadrado delamedia F-Valor Pr>F
Modelo 14 2687289.588 191949.256  74.59 <.0001
Error 30 77201.931 2573.398

Total corregido 44 2764491.519

R-cuadrado CoefVar Raiz MSE KD Media

0.972074 12.28038 50.72867 413.0871

Fuente DF Tipo I SS Cuadrado de lamedia F-Valor Pr>F
SUSTRATO 2 2083286.480 1041643.240 404.77 <.0001
NIVEL 4 441817.471 110454.368 42.92 <.0001
SUSTRATO*NIVEL 8 162185.637 20273.205 7.88 <.0001
Fuente DF Tipo I SS Cuadrado de lamedia F-Valor Pr>F
SUSTRATO 2 2098251.289 1049125.645 407.68 <.0001
NIVEL 4 439874.885 109968.721 42.73 <.0001

SUSTRATO*NIVEL 8 162185.637 20273.205 7.88 <.0001
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Interaction Plot para KD
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EFECTO DE LOMBRICOMPOST

Procedimiento GLM

Prueba del rango mdltiple de Duncan para KD

Note: This test controls the Type | comparisonwise error rate, not the experimentwise error rate.

Alpha 0.05
Grados de error de libertad 30
Error de cuadrado medio 2573.398

Media armoénica de tamafio de celdas 14.95549

Note: Cell sizes are not equal.

Numero de medias 2 3

Rango critico 37.89 39.81

Medias con la misma letra no
son significativamente diferentes.

Duncan Agrupamiento Media N SUSTRATO

A 716.79 15 TRATD
B 278.72 14 TRATa
B

B 24594 16 SUELO
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EFECTO DE LOMBRICOMPOST

Procedimiento GLM

1000

800

Distribucion de KD

600

KD

400 <

MNIVEL

EFECTO DE LOMBRICOMPOST

Procedimiento GLM

Prueba del rango multiple de Duncan para KD

Note: This test controls the Type | comparisonwise error rate, not the experimentwise error rate.
Alpha 0.05

Grados de error de libertad 30

Error de cuadrado medio 2573.398

Nlamero de medias 2 3 4 5

Rango critico 48.84 51.32 52.94 54.09

Medias con la misma letra
no son significativamente
diferentes.

Duncan Agrupamiento Media N NIVEL

A 503.12 9 2
A

A 501.99 9 3
B 42556 9 1
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Medias con la misma letra
no son significativamente
diferentes.

Duncan Agrupamiento Media N NIVEL

B 40254 9 4

C 23223 9 5

EFECTO DE LOMBRICOMPOST

KD

1000

eoo

600

400

200

Procedimiento GLM

Distribucion de KD

¢

SUSTRATO*NIVEL

Nivel de Nivel de N KD
SUSTRATO NIVEL

Media Dev std
SUELO 1 4 319.955000 41.011606
SUELO 2 3 286.640000 13.385996
SUELO 3 3 319.713333 3.770097
SUELO 4 3 203.136667 1.570393
SUELO 5 3 75.570000 2.515373
TRATa 1 2 274710000 23.334524
TRATa 2 3 278.166667 8.601403
TRATa 3 3 384.193333 7.192749
TRATa 4 3 282.503333 3.594946
TRATa 5 3 172.700000 3.148762
TRATb 1 3 666.936667 27.602779
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Nivel de Nivel de N KD

SUSTRATO NIVEL
Media Dev std

TRATD 2 3 944.550000 78.308594
TRATb 3 3 802.053333 162.976470
TRATD 4 3 721.983333 43.820055
TRATb 5 3 448.413333 8.908515
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ANEXO 11.2. ESTADISTICO TUKEY PARA ACTIVIDAD MICROBIANA

NOTA: Este test controla el indice de error experimentwise de tipo I,
tiene un

NOTA: Este test controla el indice de error experimentwise de tipo I,
tiene un

Prueba del rango estudentizado de Tukey

Prueba del rango estudentizado de Tukey

Procedimiento ANOVA DIA 1

indice de error de tipo II méds elevado que REGWQ.

Alfa 0.05
Error de grados de libertad 12
Error de cuadrado medio 7978.055
Valor critico del rango estudentizado 4.75015
Diferencia significativa minima 244.96

Medias con la misma letra no son significativamente diferentes.

Tukey Agrupamiento Media N TRATAMIENTO
A 821.05 3 C
A
A 757.89 3 D
B 378.94 3 A
B
B 378.94 3 B
B
B 378.94 3 E
B
B 378.94 3 F

Procedimiento ANOVA DIA 7

indice de error de tipo II mas elevado que REGWQ.

Alfa 0.05
Error de grados de libertad 12
Error de cuadrado medio 19944.88
Valor critico del rango estudentizado 4.75015
Diferencia significativa minima 387.31

Medias con la misma letra no son significativamente diferentes.

Tukey Agrupamiento Media N TRATAMIENTO
A 821.1 3 B
A
A 757.9 3 A
A
A 757.9 3 E
A
A 694.7 3 D
A

(HSD) para DIOXIDO

(HSD) para DIOXIDO

pero normalmente

pero normalmente
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694.7 3 c

i

631.6 3 F

Procedimiento ANOVA DIA 14
Prueba del rango estudentizado de Tukey (HSD) para DIOXIDO
NOTA: Este test controla el indice de error experimentwise de tipo I, pero normalmente

tiene un
indice de error de tipo II més elevado que REGWQ.

Alfa 0.05
Error de grados de libertad 12
Error de cuadrado medio 9972.438
Valor critico del rango estudentizado 4.75015
Diferencia significativa minima 273.87

Medias con la misma letra no son significativamente diferentes.

Tukey Agrupamiento Media N TRATAMIENTO
A 1578.94 3 A
A
A 1515.78 3 B
A
A 1389.47 3 E
A
A 1326.31 3 D
A
A 1326.31 3 C
A
A 1326.31 3 F

Procedimiento ANOVA DIA 21

Prueba del rango estudentizado de Tukey (HSD) para DIOXIDO

NOTA: Este test controla el indice de error experimentwise de tipo I, pero normalmente
tiene un
indice de error de tipo II més elevado que REGWQ.

Alfa 0.05
Error de grados de libertad 12
Error de cuadrado medio 21938.84
Valor critico del rango estudentizado 4.75015
Diferencia significativa minima 406.21

Medias con la misma letra no son significativamente diferentes.
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Tukey Agrupamiento Media N TRATAMIENTO
A 1642.1 3 C
A
A 1452.6 3 D
A
A 1452.6 3 E
A
A 1452.6 3 F
A
A 1389.5 3 B
A
A 1326.3 3 A

Procedimiento ANOVA DIA 35

Prueba del rango estudentizado de Tukey

(HSD)

para DIOXIDO

NOTA: Este test controla el indice de error experimentwise de tipo I, pero normalmente

tiene un

indice de error de tipo II més elevado que REGWOQ.

Alfa
Error de grados de libertad
Error de cuadrado medio

0.05
12

27919.56

Valor critico del rango estudentizado

Diferencia significativa minima

4.75015

458.25

Medias con la misma letra no son significativamente diferentes.
TRATAMIENTO

Tukey Agrupamiento Media N
A 2084.2 3
A
A 2084.2 3
A
B A 1642.1 3
B
B 1578.9 3
B
B 1515.8 3
B
B 1515.8 3

Procedimiento ANOVA DIA 45

Prueba del rango estudentizado de Tukey

E

F

(HSD)

para DIOXIDO

NOTA: Este test controla el indice de error experimentwise de tipo I, pero normalmente

tiene un

indice de error de tipo II més elevado que REGWQ.

Alfa
Error de grados de libertad
Error de cuadrado medio

0.05
12

67815.31

Valor critico del rango estudentizado

4.75015
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Diferencia significativa minima 714.18

Medias con la misma letra no son significativamente diferentes.

Tukey Agrupamiento

i

0w wwwww

Media

2842.

2842.

1831.

1768.

1768.

1768.

1

1

6

4

TRATAMIENTO

E

F
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ANEXO 12.3. ANALISIS MINERALOGICO DE ARCILLA POR RAYOS X DE LA
MUESTRA DE SUELO
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