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SUMMARY: Prevention of pesticide contamination in the vadose and non-vadose
zones of detritic aquifers by adding urban sewage sludge and/or
surfactants. Study of the processes involved.

The present work deals with the behaviour of an organophosphorous insecticide, methidathion, in
soil from the "Vega de Granada". Its aim was to investigate the effects on its environmental fate by
the addition of amendments with relatively high organic matter content (sewage sludge) and
surfactants. These effects were studied at two different research levels: laboratory and field tests.
Laboratory tests included sorption, leaching, biotic/abiotic degradation and photodegradation. The
results obtained with the laboratory assays were used for the field tests. Two different models were
employed to simulate the experimental data from lixiviation and field experiments.

1 Laboratory tests:

First, to determine the presence of methidathion in aqueous or soil samples, analytical methods
were optimised.

For sorption studies, among the different surfactants assayed, which included cationic, anionic and
non-ionic surfactants, only TDTMA (a cationic one) elicited a significant increment of methidathion
adsorption on soil. This enhancement occurred when TDTMA concentration was above its critical
micellar concentracion. The amendment of sewage sludge also promoted insecticide adsorption.
But the greatest effect was observed when both amendments, TDTMA and sewage sludge, were
combined.

The effect of the amendments on the organophosphorous insecticide mobility in the leaching
experiments agreed with the adsorption results. The main retardation factors corresponded to the
amendments with TDTMA and both sewage sludge and TDTMA followed by sewage sludge.

The results concerning degradation experiments (biotic, abiotic and pholitic degradation) concluded
that there was not a significant effect with respect of the addition of the amendments.

2 Field tests:

Three field tests were conducted in field plots placed in the Vega de Granada from 1998 to 2000.
The effect of the amendments as well as of irrigation were studied. Methidathion mobility in soil
was monitored by analysing soil and water soil samples. For the latter, ceramic suction cup
lysimeters introduced in soil at different depths were employed. In general, the addition of the
amendments, under the conditions assayed, did not contribute to the leaching of methidathion to
the vadose zone, which showed a greater dependence on irrigation volume. Although the
lysimeters failed to work properly along the different experiments, methidathion proved to be quite
an immobile pesticide and remained mostly in the first 25 cm of soil.

3 Mathematical models:

Finally, two mathematical models were applied to the experimental data: The PESCOL model
which was used to modelize methidathion mobility in soil columns and the FOCUSPELMO 1.1.1,
applied to the field results. The models predicted reasonably the experimental results encountered
and helped to explain the main disagreements found between the predicted and measured data.
They are a helpful tool to interpret the complicated behaviour of a pesticide in soil.
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INTRODUCCION 3

La contaminacion de las fuentes de agua potable constituye una seria amenaza para la
salud humana, y la de animales y plantas. Debido a los problemas de sequia actuales,
cada vez se hace mas necesario el uso de aguas profundas para consumo.

La provincia de Granada cuenta con uno de los acufferos mas importantes de Andalucia.
Se encuentra situado en la Vega de Granada, en una zona de uso eminentemente
agricola. Por tanto, una de las consecuencias derivadas de las practicas agricolas es el
uso de plaguicidas, para conseguir cosechas elevadas en calidad y en cantidad. Debido a
esto, el acuifero que subyace se encuentra en un peligro potencial de contaminacion por

estas sustancias, y a su vez la poblacién que se abastece de agua potable se encontraria
sometida a este riesgo.

Los problemas que se derivarian de una posible contaminacion son de dificil solucién, y
aunque hoy en dia existen muchos estudios encaminados a resolverlos, las medidas
preventivas suponen la mejor alternativa. El riesgo potencial de contaminacién de los
reservorios de aguas por plaguicidas puede reducirse considerablemente si se tienen en
cuenta las siguientes precauciones en su utilizacion:

- Prevenir la aparicién de plagas.
- Usar agroquimicos sdlo cuando sea necesario.

- Tener en cuenta consideraciones medioambientales a la hora de aplicar el
plaguicida.

- Eluso de practicas de mantenimiento que reduce las pérdidas de plaguicidas.

Este estudio esta enfocado desde el punto de vista de la prevencion de la contaminacion
que el uso de fitoquimicos pudiera producir durante las préacticas agricolas. Se ha
intentado encontrar una solucién de compromiso, que pueda unir la aplicacion de
fitosanitarios junto con otras sustancias, para prevenir la contaminacién de las aguas
subterraneas. Las sustancias a las que me refiero, son por un lado surfactantes y por el
otro lodos urbanos de depuradoras.




INTRODUCCION

OBJETIVOS

Para el presente estudio se ha seleccionado un insecticida organofosforado (metidation),
por ser este grupo de plaguicidas uno de los mas utilizados en la actualidad en las
practicas agricolas.

Los objetivos del trabajo han sido:

1.

Poner a punto la metodologia analitica necesaria para la determinacion del
insecticida en estudio en varios tipos de matrices ambientales (agua y suelo), a
distintas concentraciones.

Estudiar la adsorci6n del plaguicida en un suelo de la Vega de Granada asi como
las modificaciones que en dicho proceso podian inducir la adicién de lodos de
depuradora y tres tipos de surfactantes.

Analizar las distintas formas de degradacién del plaguicida (microbioldgica,
quimica y por fotodegradacion) en el suelo anteriormente citado, enmendado y sin
enmendar.

Estudiar la movilidad de metidation en columnas empaquetadas con suelo de la
Vega, enmendado y sin enmendar, con los elementos que modificaron su
comportamiento de adsorcion.

Realizacion de ensayos de campo, con enmienda y sin ella, para comprobar si se
modifica el desplazamiento del insecticida hacia el acuifero.

Aplicar modelos mateméticos que expliquen el movimiento del plaguicida en el
perfil del suelo, tanto en los experimentos realizados en el laboratorio como en los
ensayos de campo.
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1 La Vega de Granada

1.1 Antecedentes histéricos

Hace miles de afios la Vega de Granada era una densa zona boscosa, donde se
practicaba la caza, y con extensas zonas de marjaleria inundadas. La mayor
transformacion fisica se debid a la aparicion de la agricultura y la ganaderia.

Durante la ocupacion musuimana se disefié probablemente el actual sistema de regadio
por acequias, que riegan casi toda la Vega de Granada y que derivan de los principales
cursos de agua superficial. Existen pocos datos de la utilizacién del agua en civilizaciones

anteriores, aunque se conservan restos de las obras hidraulicas de época romana e
incluso ibera.

Hasta la segunda mitad del siglo XX, no se produjeron cambios significativos en la
explotacion del acuifero. Estos cambios supusieron la creacién de pozos de gran
diametro a lo largo del cauce del rio Genil, aunque la explotacién del acuifero seguia
siendo minima. En afios posteriores se siguieron construyendo pozos en la Vega Baja,
conservandose en la actualidad mas de un millar de este tipo de sondeos.

A partir de los afios 60 la agricultura de la Vega de Granada sufre un nuevo empuije, que
se ve reflejado en la realizacion de grandes sondeos, y ademés se profundizan algunos
de los ya existentes. Es en el Ultimo cuarto de siglo es cuando se construyen los
embalses de Quéntar (1973) y Canales (1988), que recogen una parte importante de las
aguas de deshielo.

1.2 Caracteristicas fisicas y socioeconémicas de la Vega de
Granada

El area de la Vega de Granada corresponde a una vasta llanura aluvial que se extiende a
ambas margenes del rio Genil, entre las poblaciones de Cenes de la Vega, al Este, y de
Lachar al Oeste.

Los materiales que la forman son los depdsitos aluviales del rio Genil y de sus afluentes
de cabecera, los rios Dilar, Monachil, Darro, Cubillas y Velillos. Sus dimensiones son de
22 Km de longitud (en sentido Este-Oeste) por unos 8 Km de anchura, con espesores
superiores a 250 m en el sector central (Castillo, 1986).

El acuifero detritico de la Vega de Granada cuenta con unos recursos hidricos de 180
hm®a™ y unas reservas explotables de 1.000 hm®. La explotacion neta todavia no alcanza
el 50 % de los recursos renovables, y el excedente escapa del sistema a través de
emergencias. La pluviometria y temperatura medias anuales del area son de 450 mm y
15 © C, respectivamente (Castillo, 1995).

En la actualidad existen una treintena de poblaciones, incluida Granada capital, en la que
se concentra una poblacidn estable de 400.000 habitantes. Alrededor de 40.000 personas
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dependen exclusivamente del abastecimiento de aguas subterraneas, aunque esta
previsto realizar una explotacion de unos 600 L s™ para el abastecimiento de emergencia
a la ciudad de Granada.

Por otro lado, existe una intensa explotacion agricola que abarca una superficie de
regadio de mas de 15.000 ha. Los cultivos mas extendidos corresponden a cereal,
choperas, hortalizas, maiz y tabaco. Esta zona corresponde al 95 % de la superficie del
acuifero, y en ella el espesor no saturado es inferior a 25 m en mas de la mitad de su
extension.

1.3 Calidad de las aguas subterraneas en la Vega de Granada, y
en el mundo

Las aguas del acuifero proceden en mas de un 70 % de la infiltracién de escorrentias del
deshielo de Sierra Nevada, hecho que condiciona que los sectores de mejor calidad se
localicen en la cabecera del acuifero (area Suroriental) y bajo la cabecera det rio Genil.

Existen focos puntuales de contaminaci6n salina y de contaminacion por nitratos (Castillo,
1995), esta ultima debida al empleo de fertilizantes agricolas. Las aguas mas salinas se
localizan en los sectores de Sierra Elvira-Alitaje, Aeropuerto-Romilla-Lachar y Maracena-
Pulianas.

En cuanto a la contaminacion por plaguicidas, que es el tema que nos ocupa, estudios
realizados en la década de los 80, mostraban contaminaciones por plaguicidas
organoclorados (OCls). Los resultados del trabajo realizado por Acufia en 1981, sobre la
contaminaciéon por plaguicidas OCls, indicaron una contaminacién por compuestos de
este tipo. En un estudio posterior del aito 1983 (Augustin, 1983) sobre la contaminacién
por plaguicidas de las aguas superficiales y suelos de cultivo de la provincia de Granada,
se encuentran también importantes contaminaciones por plaguicidas OCls en la Vega.
Los plaguicidas OCls presentan una elevada persistencia y hoy en dia su uso se halla
muy restringido o prohibido.

En un estudio realizado en aguas de la zona saturada del acuifero entre los afios 1993 y
1994 (de la Colina, 1996), sélo se encontraron 10 contaminaciones cercanas o superiores
al nivel establecido por la U.E., siendo la contaminacién mas importante encontrada por
su extension la debida a captan. Este plaguicida es un fungicida relativamente polar y de
baja solubilidad en agua, y se encontré después de una época de lluvias, por lo que
probablemente se empleé para prevenir posibles ataques favorecidos por la humedad.
También se detectaron contaminaciones puntuales y esporadicas por el herbicida
triazinico ftriazina, durante los meses de verano. Por tanto, la ausencia de
contaminaciones en los trabajos realizados recientemente hace resaltar el poder de
depuracion de la franja no saturada.

Sin embargo hay que tener en cuenta que la contaminacién del acuifero depende de
factores externos y no controlables como, el aporte de hidrico que recibe el acuifero y de
la cantidad de riego que se aplique en las practicas agricolas. El riesgo de contaminacién
puede ser mayor en estos casos, por lo que los estudios de prevencién son importantes
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para conservar la calidad de las aguas de este acuifero del que, como ya se ha
mencionado, se abastece un nlimero importante de habitantes.

Aunque en el acuifero de la Vega no son importantes las contaminaciones por
plaguicidas de las aguas subterraneas, esto no implica que en otras regiones no se den
casos de contaminaciones de mayor importancia (Sanchez-Camazano y col., 1995). Tal
es el caso de zonas de agricultura intensiva como Almeria, donde se han encontrado
concentraciones por encima del valor méaximo permitido de atrazina (2,7 uglL") y
metiocarb (0,2 ug L™ ) (Parrilla y col., 1993), y de varios insecticidas carbamicos (Chirony

col., 1995) e incluso organofosforados (OPs) como malation y metidation (Garrido y col.,
2001).

En paises europeos como Holanda, Dijk y Haan (1997) citan la existencia de
contaminaciones por cincuenta y nueve plaguicidas distintos en las aguas subterraneas,
con valores de concentracion entre 0,01 y 0,2 ug L existiendo referencias sobre la
presencia de contaminacion en Francia (Legrand y col., 1991), Grecia (Papastergiou y
Papadopoulou-Mourkidou, 2001) y en otros paises del Este europeo (Leistra y Boesten,
1989). En Inglaterra en el afio 1993 se detectaron en aguas subterraneas un total de 18
plaguicidas o metabolitos en concentraciones superiores al nivel maximo permitido
(0,1 ug L™ (Carter y Heather, 1995).

En Estados Unidos, ya en 1962 Carson habla en su libro "Silent Spring" de la
contaminacién por plaguicidas en aguas superficiales y profundas. Existen diversas
referencias que citan la presencia de este tipo de contaminacién en aguas subterrdneas
en el estado de Washington (Bouwer, 1990; Cohen, 1990; Pignatello y Cohen, 1990;
Washington Toxics Coalition and Cooperative Extension-Washington State University,
1994), y en otras zonas del pais (Hallberg, 1989). Aldicarb (un insecticida), alacloro y
atrazina (herbicidas), son los tres plaguicidas mas encontrados en aguas subterraneas de
este pais (Detroy y col., 1988; Thurman y col., 1991; Squillace y col., 1993; Pimentel y
Greiner, 1997).

El incremento de la deteccién de plaguicidas en las aguas subterraneas se puede atribuir
a tres causas fundamentalmente: a la sustitucién de plaguicidas muy persistentes y a su
vez con alto grado de adsorcion al suelo por otros més facilmente degradables pero que
poseen una mayor capacidad de lixiviacion; un aumento del uso de plaguicidas en la
agricultura; y a la mejora en la sensibilidad de los métodos de analisis, que permiten
determinar cada vez concentraciones mas bajas de los mismos (Steenhuis y col., 1990).

2 El uso los insecticidas a lo largo de la historia

El elevado crecimiento que ha experimentado la poblacién mundial en los Ultimos siglos,
ha hecho que el hombre busque en la Ciencia la forma de aumentar la produccion
agricola para solucionar los problemas de alimentacién.

En la actualidad la poblacion mundial supera los 6 billones de habitantes. Una de las
previsiones de crecimiento mas pesimistas indican que cada segundo naceran cinco
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personas y moriran dos. A este ritmo de crecimiento, cada 40 afios se duplicaria el
numero de habitantes, de forma que para el afio 2040 se alcanzaria la cifra de 12 billones
de personas en el planeta Tierra. Otras previsiones mas optimistas indican un crecimiento
de la poblacidn mas moderado en el que el nimero de habitantes para el afio 2050 se
estima en 9 billones (http://www.census.gov/ipc/www/img/worldpop.gif).

Aunque algunos autores (Pinstrup y col., 1996) consideran que las técnicas actuales de
produccion no seran suficientes para abastecer a la poblacién mundial en el futuro, el uso
entre otros de los plaguicidas contribuye a paliar en parte el problema, con la eliminacion
de diversas plagas en los cultivos. Hay que tener en cuenta que las especies vegetales
aportan entre un 80 y un 90 por 100 de las calorias necesarias en la dieta humana, pero
ademéas las especies animales que el hombre utiliza para su alimentacion precisan
también de pastos y piensos vegetales.

Existen alrededor de 10.000 especies de insectos capaces de producir dafios a las
cosechas durante su cultivo o en el proceso de almacenamiento. De entre este nimero
de especies sdlo aproximadamente 700 son las causantes de los mayores dafos en todo
el mundo (Ross y Lembi, 1985; hitp://ipmworld.umn.edu/chapters/ware.htm). En la
actualidad, en paises como los Estados Unidos, las pérdidas debidas a las plagas afectan
al 37% de los cultivos (Pimentel, 1991; Oerke y col., 1994), y los plaguicidas permiten
salvar el 10 % (Wood, 1996). El descubrimiento y la utilizacién de los insecticidas de
sintesis quimica fue un paso decisivo en la proteccion vegetal, que contribuy6 al
desarrollo de la agricultura moderna y permitié alcanzar las cifras actuales de produccion
de alimentos (Escriche y col., 2001).Una de las primeras armas que utilizé el hombre para
combatir las plagas fue el uso de compuestos quimicos. Ya en el afio 2500 A.C. existen
datos del uso de azufre por los Sumerios para el control de insectos y aranas. En China
en el aflo 1200 A.C. se usaba mercurio y arsénico para el control de los piojos, y Homero
describié en la Odisea como la fumigacion de las casas con azufre quemado controlaba
la presencia de insectos (Flint y van den Bosch, 1977) .

Plinio el Viejo entre los afos 23 y 79 de nuestra era ya recogia en su libro Historia Natural
los insecticidas usados hasta entonces, incluido el uso de limaduras de lagarto verde
para proteger las manzanas de los gusanos y la putrefaccion (Edwards, 2000;
http://ipmworld.umn.edu/chapters/ware.htm).

A principios del siglo XX, era comln el uso de arseniatos de plomo y cobre para el control
de las plagas de insectos, y también aparecié el primer herbicida selectivo usado en el
control de las malas hierbas (sulfato de hierro) (Edwards, 1983;
http://www.pestmanagement.co.uk./culture/history.htm).

Pero no es hasta la década de los 30, cuando se introdujeron los primeros compuestos
organicos de sintesis para el control de plagas en los cultivos, siendo el DDT uno de los
mas utilizados. Los insecticidas sintéticos organicos sirvieron durante los afos cincuenta
como herramienta de control de vectores de enfermedades humanas y animales, ademés
de evitar importantes pérdidas en la produccién de alimentos.
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Tras el descubrimiento de la accion insecticida del DDT aparecen en el mercado los
organoclorados (OCls), siendo descritas sus propiedades por Slade (1945) y por Dupiere
y Raucourt (1942). En los sesenta se desarrollaron la mayoria de los insecticidas
organofosforados (OPs) (Schrader, 1963), siendo unos de los mas usados en los setenta,
junto con los insecticidas OCls. Los insecticidas carbamicos fueron otra de las familias de

insecticidas que se desarrollaron a la par que los ésteres del acido fosférico (Haynes y
col.,, 1957).

2.1 Tipos de insecticidas
2.1.a Insecticidas organicos

2.1.a.1 Insecticidas organoclorados (OCls)

Estos insecticidas se usaron de forma muy amplia en los 25 afos posteriores a la
Segunda Guerra Mundial, hasta que en el afo 1973 la Agencia de Proteccion
Medioambiental norteamericana (EPA) prohibié su uso, al ser un grupo de agroquimicos
muy persistentes en suelo y aguas, y de presentar una alta toxicidad. Todos se
caracterizan por contener atomos de cloro en su molécula.

A este grupo pertenecen entre otros, los bifenilos alifdticos como DDT, DDD vy
metoxicloro. El DDT es probablemente uno de los insecticidas mejor conocidos y més
importantes del siglo XX (Figura I-2), sirvié para el control de un gran nimero de plagas
muchas de ellas vectores de enfermedades, y en la actualidad se sigue usando en
algunos paises en vias de desarrollo.

Lindano o y-hexaclorociclohexano, es otro de los insecticidas que pertenecen a este
grupo, ademas de los ciclodienos como aldrin y dieldrin y policloroterpenos como el
foxafeno.

El impacto medioambiental de estos plaguicidas ha sido considerable (Eichelberger y
Lichtenberg, 1971; Bagnati y col., 1988; Hinckley y Bidleman, 1989; Lenardon y col.,
1993), y aln se pueden encontrar residuos de estos plaguicidas en muchas zonas del
planeta debido a su elevada persistencia (Wells, 1994; Hernandez y col., 1996; Johnson
.y col., 1996).

2.1.a.2 Insecticidas organofosforados (OPs)

El desarrollo de los insecticidas OPs tuvo lugar a partir de los denominados “gases
nerviosos” (tabun, sarin, soman), utilizados durante la Segunda Guerra Mundial. Bajo
este nombre genérico se denomina a todos aquellos insecticidas que presentan un atomo
de fésforo en su estructura, y derivan del &cido fosférico (Figura I-1).

La sustitucion de los grupos —OH por grupos —OR (donde R es un radical organico)
origina los ésteres del acido fosférico o fosfatos. La sustitucién del enlace P=0 por el
enlace P=S da lugar a los denominados tionofosfatos, la de un grupo —OR por —SR a
los tiolfosfatos, y la de ambos grupos a la vez a los ditiofosfatos. La sustitucién de —OR
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por un radical organico —R origina fosfonatos, y la de un grupo —OH por grupos —NH,

amidas del acido fosforico.
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Figura I-1: Tipos de insecticidas organofosforados.

Se dividen en tres grupos: alifaticos, fendlicos y derivados heterociclicos. Los derivados
alifdticos presentan en su estructura una cadena carbonada y en este grupo nos
encontramos con compuestos tales como: malation, dimetoato o acefato. Los fendlicos
presentan un anillo fendlico en su estructura y ejemplos de este tipo son paration o
fenitrotion. Dentro del grupo de los heterociclicos tenemos a compuestos como diazinon,
metil azinfos 6 metidation.

Aunqgue la mayoria de estos plaguicidas son menos persistentes que los OCls, muchos
de ellos presentan una elevada toxicidad sobre los mamiferos y un alto potencial para
matar pajaros, peces y otros animales salvajes. Algunas veces pueden producir
problemas medioambientales locales sobre todo en la contaminacién de aguas (Rechcigl
y col., 2000).

Se han encontrado referencias de contaminaciones en aguas de rios canadienses (Braun
y Frank, 1980; Frank y Logan, 1988) y en pozos y charcas de granjas (Frank y col.,
1990a; Frank y col., 1990b).

Aston y Seiber, (1997) estudian la presencia de dos plaguicidas OPs (metidation y
clorpirifos) en el valle de las montafias de Sierra Nevada (California), halldndose residuos
de ambos tanto en el aire como en agujas de pino. Las cantidades de ambos se
estimaron en aproximadamente la mitad del total aplicado en la regién, de uso
predominantemente agricola.

Hernandez y col. (1996) detectan que la presencia de metidation es frecuente en aguas
superficiales de la Comunidad Valenciana, con valores superiores a la concentracién
méxima permitida (0,1 ug L™"). Garrido y col. (2001) en un estudio de la contaminacion por
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plaguicidas en aguas superficiales y subterrdneas, detectan la presencia de residuos de
metidation y malation, entre otros. Coscolld y Gamén (2001) detectan residuos de
metidation en citricos, en valores superiores a los limites maximos de residuos (LMR).
Fernandez-Alba y col. (2001) citan el metidation como uno de los plaguicidas mas

habitualmente empleados en Almeria, y cuyos residuos se han seguido entre los afios
1998 y 2000.

Los plaguicidas OPs tienen un elevado uso como insecticidas para distintos tipos de
cultivos como el arroz (Lacorte y col., 1995), y se emplean para la eliminacién de
crustaceos (Lacorte y Barceld, 1994), mosca de la fruta (Brown y col., 1993) y mosquitos
(Lores y col., 1985; Wang y col., 1987).

2.1.a.3 insecticidas carbamicos

Derivan del acido carbamico, y el primer insecticida de este grupo fue el carbaril (1956)
(Figura I-2). Son mas persistentes que los OPs en suelo, pero en general menos téxicos
para los mamiferos por consumo oral o por contacto y tienen un amplio espectro de
actuacion en el control de insectos. Varios insecticidas de este grupo presentan un alto
impacto medioambiental, sobre todo en suelo, ya que afectan a nematodos, lombrices y
artropodos.

Insecticidas pertenecientes a este grupo son, carbofurano, aldicarb o fenoxycarb.

Tabla I-1: Principales grupos de insecticidas y caracteristicas toxicolégicas y medioambientales.

COMPUESTO TOXICIDAD DEGRADACION CENTRO de Actuacién
Organofosforados Baja Variable AChE
Carbamicos Baja Rapida AChE

Organoclorados Alta Muy lenta Canales Sodio y GABA
Piretroides Baja Alta GABA
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2.1.a.4 Otros

Los piretroides, son un grupo de insecticidas sintéticos de baja toxicidad a mamiferos y
persistentes. Estan relacionados estructuralmente con las piretrinas de origen vegetal,
son efectivos a bajas dosis y tienen un amplio rango de actuacién. Su mayor problema
medioambiental es debido a su amplio espectro de actuacion, que hace que sean muy
toxicos para los organismos acuéticos. A este grupo pertenecen insecticidas como
deltametrin, cipermetrin o esfenvalerato (Figura I-2).

Las formamidinas, comprenden un pequefioc grupo de insecticidas entre los que
encontramos a fundazol, o amitraz. Se utilizan en el control de plagas resistentes a los
insecticidas OPs o carbamicos.

CcCl o)
| 3 CH,0._] /CH200002H5
cl CH Cl _pP—8&—CH N
CH,O COOC,H,
DDT Ma!ation
(insecticida OCI) (Insecticida OP)
7
O—C—NH—CH, ol CH, Cl>N
/C=CH CO,CH 0]
o9 : J
CH,
Carbaril Cipermetrin
(Insecticida carbamico) (Piretroide)
OH
CH NO, Qs —OH
| s n
HC N/\N/\N@—CHS ©/
CH, HC NO,
Amitraz 2,4-Dinitrofenol Cihexatin
(Formamidina) (Dinitrofenoles) (Organoestanicos,
Figura I-2: Ejemplos de varios tipos de insecticidas

El dinitrofenol, pertenece al grupo de los dinitrofenoles, y tiene propiedades como
herbicida, insecticida, ovicida y fungicida. Binat y dinocap son dos insecticidas
pertenecientes a este grupo, y se han usado como fungicidas.

Los organoestannicos, son un grupo de insecticidas con accién acaricida y funguicida.
Pertenecen a este grupo compuestos tales como el Pliciran (r), Vendes (r) y cihexatin.
Presentan el mismo modo de actuacién que los dinitrofenoles.

Existen ofros grupos menos conocidos como el de las espinosinas, pirroles,
piridazinonas, quinazolinas o benzoilureas, en los que el nimero de insecticidas que lo
componen es mucho menor.
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También existen otros grupos que se clasifican por su forma de actuacién. Entre ellos
podemos destacar a los denominados activadores. Por si solos no se consideran
insecticidas, pero se usan como activadores o para aumentar la actividad de los
insecticidas. El primero se introdujo en 1940 para incrementar la actividad de la piretrina.
Desde entonces han aparecido muchos otros materiales que se utilizan sobre todo para
el control de plagas domésticas. Entre otras podemos encontrar sustancias tales como
butéxido de piperonilo, molécula que se encontrd en el aceite de sésamo y a la que
posteriormente se denominé sesamin.

Los reguladores del crecimiento, son aquellos insecticidas causantes de la muerte de los
insectos por interferencia en los procesos que regulan su crecimiento. Entre otras
sustancias nos encontramos con diflubenzuron (utilizado contra las larvas de lepidépteros
y mosquitos, entre otros) o methofrene (control del mosquito) (Graft, 1993). Estos

insecticidas presentan una baja toxicidad en mamiferos y poca sobre otros vertebrados,
suelo o agua.

Dentro del grupo de los antibiéticos, nos encontramos a las avermectinas, que tienen
propiedades acaricidas, insecticidas y antihelminticas, y fueron aisladas de los productos
de fermentacion de Streptomyces avermitilis perteneciente a la familia de los
actinomicetos. Se utilizan en el control de pequefias arafias, parasitos internos de

animales domeésticos y en otras plagas dificiles de controlar en los invernaderos (Meinke,
1994).

Los fumigantes, son moléculas organicas pequefias y volatiles que se transforman en
gases a temperaturas por encima de los 5 °C (40 °F), y que tienen en su molécula uno o
mas atomos de halégenos (Cl, Br o F). Se usan como insecticidas, para eliminar huevos
de insectos y microorganismos en edificios, ascensores, suelos, invernaderos y en
productos envasados como frutos secos o cereales. Algunos de los fumigantes mas
comunes son dicloroetileno, éxido de etileno y el bromuro de metilo.

Por ultimo podriamos citar a los denominados repelentes de insectos. Histéricamente se
han utilizado como repelentes el humo, plantas colgadas, mezclas de plantas o aceites e
incluso de tierras. Actualmente los repelentes son sustancias como dimetilftalato, N-butil
acetanilina, o dimetilcarbamato.

2.1.b Insecticidas inorganicos

Se trata de aquellos compuestos quimicos que no contienen atomos de carbono en su
molécula. Generalmente se trata de sales cristalizadas, estables, solubles en agua y que
no sufren evaporacion.

El azufre es el insecticida inorganico mas conocido desde la antigliedad y adn se sigue
usando en la actualidad. El polvo de azufre es especialmente téxico para los 4caros,
arafas y también se usa como fungicida.

Otros compuestos inorganicos usados como insecticidas son mercurio, talio, arsénico,
antimonio, selenio, écido bdrico y varios fluoruros inorgdnicos.
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El dltimo grupo de insecticidas inorgénicos lo forman los geles o aereogeles de silice,
tienen mayoritariamente un uso doméstico, y actiian absorbiendo las ceras de la cuticula
de los insectos lo que hace que se deshidraten lentamente hasta la muerte.

2.1.c Bioplaguicidas

Los bioplaguicidas o plaguicidas biologicos son aquéllos que se obtienen de la
naturaleza, ya sea de animales, plantas, bacterias, y se utilizan para el control de las
plagas que afectan a los cultivos.

En los paises desarrollados se ha prestado gran atencién a este tipo de compuestos, ya
que se consideran como una forma de reducir el uso de los plaguicidas de origen
sintético. Los paises en vias de desarrollo, ven en ellos una alternativa a la importacion
de productos quimicos para combatir las plagas. En la actualidad representan sélo el
1,3 % del mercado de los plaguicidas (Hall y Menn, 1999), aunque se espera que su
consumo aumente en un futuro.

A su vez se dividen en cuatro grupos principales (Libman y Macintosh, 2000):

- Insecticidas de origen botanico. Son insecticidas naturales que se obtienen de las
plantas, entre los que se encuentran controladores de plagas como el piretro
(extraido de las flores del crisantemo) y la rotenona (producido por las plantas
leguminosas). La nicotina, que se extrae de la planta del tabaco y el limonen
extraido de la piel del limén, son otros de los compuestos pertenecientes a este
grupo. El piretro es el mas importante de los insecticidas boténicos, y su
estructura ha servido de base para la sintesis de una amplia variedad de
insecticidas piretroides que han reemplazado al DDT y otros insecticidas clorados
en el control de plagas. Las ventajas de este grupo de compuestos son por un
lado su bajo riesgo medioambiental, y por el otro su amplio espectro.

- Plaguicidas microbioldgicos: son aquéllos en los que el ingrediente activo es un
microorganismo, que puede ser una bacteria, hongo, virus o protozoo. Se utilizan
para el control de una amplia variedad de plagas, aunque son muy especificos.
Los mas conocidos y utilizados son las subespecies de la bacteria Bacillus thuringi
ensis, bacteria del suelo que acumula de un modo natural la proteina Bt, que es
transformada de una forma téxica para el insecto (Escriche y col., 2001).

- Mediadores quimicos: son aquellas sustancias capaces de controlar la plaga sin
ejercer ningin mecanismo t6xico. A este grupo pertenecen sustancias tales como
las feromonas (sexuales, de agregacion, de oviposicion...), las kairomonas o las
alomonas (Hummel y Miller, 1984; Hardie y Minks, 1999), que son capaces de
atraer a los insectos para que sean eliminados posteriormente.

- Plantas transgénicas. Nos referimos a aquéllas modificadas genéticamente, y que
son capaces de fabricar sustancias contra una plaga determinada. El ejemplo mas
conocido son las plantas en las que se ha introducido la proteina Bt de Bacillus
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thuringiensis, o plantas resistentes a herbicidas (soja resistente a Roundup,
glifosato, y colza resistente a Basta, fosfinotricina).

El problema de alimentacién que conlleva el constante crecimiento de la poblacién
humana ha hecho que muchos consideren que la genética vegetal puede ser la solucién,
teniendo como objetivo la consecucion de especies altamente productivas y resistentes a

plagas y enfermedades, en lo que se ha denominado la Tercera Revolucion Verde
(Garcia Olmedo, 1998).

Se espera que la nueva generacion de plantas transgénicas necesiten menos cantidad de
agroquimicos, a la vez que la investigacion se dirige a la obtencién de productos cada dia
mas compatibles con el medioambiente. Sin embargo el uso de las plantas transgénicas
presenta numerosos problemas que hacen que existan muchos detractores en contra de
Su uso, por varios motivos:

- Como consecuencia de la introduccidon de las nuevas especies, se produce un
desplazamiento de las variedades autéctonas, que puede conducir a su
desaparicion.

- La introduccién de genes ajenos puede producir problemas de alergia entre los
consumidores.

- Ladispersion incontrolada puede afectar a la descendencia de la planta.
- Transferencia de genes introducidos en una especie a otras.
- Induccién de resistencia de los patégenos y plagas que se quieren controlar.

Algunos autores hablan de la necesidad de una revolucion doblemente verde (Manichon,
1996), en la que se puedan combinar los avances en biotecnologia con un sistema de
cultivos adaptado y sostenible a las necesidades de alimentacién de la poblacién mundial
en los proximos afnos.

2.2 Modo de actuacioén

Los 20 insecticidas mas importantes en el mundo tienen como blanco de actuacion al
sistema nervioso. El 62% inhibe la acetilcolinesterasa (AChE), como es el caso de los
plaguicidas OPs y metilcarbamatos; un 24% actia sobre los canales de sodio
dependientes del voltaje y cloruro dependientes de GABA (acido gamma amino butirico),
y un 2% centra su accion en los receptores nicotinicos de la acetilcolina (nAChR). El 12%
de los insecticidas restantes corresponde a compuestos con una gran variedad de modos
de accion.

La aparicion de los plaguicidas OPs supuso un cambio radical en los programas de
actuacion y control de insectos, y en la actualidad son una de las familias de plaguicidas
mas estudiadas debido al conocimiento que se tiene de la estructura y funcionamiento de
la enzima AChE.
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Como ejemplo de insecticidas que actGan sobre los canales de sodio tenemos al DDT ya
los piretroides. Los canales de cloruro dependientes de GABA son uno de los centros de
actuacion mas importantes de los insecticidas. Este canal fue descubierto por primera vez
como centro de actuacion en la picrotoxinina, insecticida y piscicida de origen boténico, y
posteriormente en algunos componentes de la familia de los insecticidas OCls. Los
insecticidas que actian sobre este canal tienen la propiedad de poseer una elevada
potencia a la vez que presentan un amplio espectro de actuacién, pero presentan como
desventaja su elevada persistencia y toxicidad, lo que ha hecho que se reduzca y prohiba
Su Uso en muchos casos.

El receptor nicotinico de la nAChR, es un centro de actuacién muy antiguo que se ha
usado como insecticida durante mas de 300 afos. Los plaguicidas que actdan sobre la
nAChR son los pertenecientes al grupo de las cianinas, caracterizados por su baja
toxicidad en mamiferos y por presentar actividad sistémica contra insectos
succionadores.

2.3 Efecto de los insecticidas sobre el medio

La mayoria de los insecticidas utilizados para el control de plagas tienen un amplio
espectro de actuacion, por lo que se produce un impacto sobre la flora, la fauna y el
medio sobre el que se aplican.

El nimero de microorganismos presentes en los distintos compartimentos del medio es
muy amplio, lo que hace que sea muy dificil evaluar el riesgo que conlleva la utilizacién
de plaguicidas. Al mismo tiempo, muchos microorganismos pueden utilizar a los
plaguicidas como fuente de alimentacién, siendo esta una de las principales formas de
degradacion. La mayoria de los trabajos realizados sobre toxicidad en microorganismos,
concluyen que el impacto de los insecticidas sobre los mlcroorganlsmos acuaticos o
terrestres es muy bajo (Rechcigl y Rechcigl, 2000).

En cuanto a los invertebrados terrestres, el nimero de clases que habitan en el suelo es
muy diverso e incluye un amplio grupo de variedades taxonémicas, y en muchos casos
se sabe todavia poco de la biologia y ecologia de estas especies. Una de las clases méas
estudiadas han sido las lombrices de tierra (Buxton y col., 1987; Kuo y Huang, 1993;
Mohamed y col., 1995; Zang y col., 2000), debido a los aspectos beneficiosos que esta
especie reporta al suelo. A otras especies como los nematodos, no les afectan de forma
directa los insecticidas, pero si que pueden hacerlo a algunos de sus depredadores, lo
que conduce a un aumento de su poblacién (Rechcigl, 2000). De todas formas, todavia
existe un gran nimero de especies de invertebrados sobre las que se desconoce el
efecto de la aplicacién de los insecticidas.

En general, las especies de invertebrados acuaticos son mucho mas sensibles a los
insecticidas que las especies que habitan en el suelo, en especial cuando el plaguicida es
soluble en agua (Wang y col., 1994; Chevreuil y col., 1995; Rechcigl, 2000). Esto es
debido a que cuando un insecticida se introduce en un medio acuético se difunde con
rapidez y se introduce directamente en el organismo animal. Existen estudios de toxicidad
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en un gran numero de invertebrados acudticos (Sakai, 2001; Cengiz y col., 2001) y

muchos de ellos presentan una alta sensibilidad a la presencia de plaguicidas en su
habitat.

En general, los insecticidas OCls son moderadamente téxicos para las larvas de los
insectos y para un gran nimero de invertebrados acuéticos. Los OPs y carbamicos son
menos toxicos que los OCls para las larvas, pero son mas peligrosos para otras especies.
El grupo de insecticidas méas téxicos para estas especies lo forman el grupo de los

piretroides, que presentan un amplio espectro de actuacién en la mayoria de las
especies.

En los peces ocurre lo mismo que en los invertebrados, y los plaguicidas ocupan un lugar
importante en la intoxicacién de esta clase de organismos acuéticos (Dalela y col., 1980;
EPA, 1990; El Idrissi y Amechrouq, 2001).

Cebrién y col. (1991) estudian la toxicidad de dos insecticidas OPs (metidation y
triclorfon) sobre una especie de cangrejo de rio, encontrando que metidation es mas
toxico que triclorfon para esta especie.

No existen muchos datos sobre toxicidad en anfibios y reptiles, sin embargo si los hay
sobre los pajaros, ya que algunas especies son utilizadas en los ensayos de toxicidad.

En cuanto a los mamiferos y aves, también existen varios episodios de muertes y dafios
de diversa indole (Carlsen, 1992; Fantle, 1994; Fluetsch y Sparling, 1994; Pimentel y
Greiner, 1997). Algunas de estas especies se utilizan como referencia en los ensayos de
toxicidad, y normalmente aquellos insecticidas que presentan una alta toxicidad en
mamiferos tienen mas dificultad para ser registrados y comercializados.

2.4 Estado actual y desarrollo de nuevos insecticidas

En la actualidad el desarrollo de nuevos insecticidas OPs o carbamicos es muy limitado,
el grupo de los insecticidas piretroides practicamente ha alcanzado su méaximo desarrollo,
y el nico que puede experimentar algin desarrollo en el futuro es el grupo que engloba a
las nuevas clases de insecticidas (Stetter, 1998).

Se estan buscando otras formas de actuacion para el desarrollo de nuevos insecticidas,
entre las que destacamos (Wood, 1996):

- La busqueda de productos que inhiban la funcidén nerviosa en el canal de sodio,
por unirse a sitios no vinculados a la accién de los piretroides. Se han encontrado
algunos ejemplos en la naturaleza en los frutos de las Piperaceas (pimienta).

- Receptores para glutamato, ya que este aminoacido es el mediador quimico méas
importante en la sinapsis neuromuscular en insectos, a diferencia de los
mamiferos que utilizan la acetilcolina.

- Analogos sintéticos de la hormona del crecimiento en insectos, que prolonguen el
desarrollo de la larva y eviten su maduracién. La caracteristica fundamental de
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este tipo de compuestos es su baja toxicidad para los mamiferos. Unos de los
inconvenientes es su lentitud de actuacién, y que los efectos no se ponen de
manifiesto de forma inmediata (Spindler-Barth, 1992; Graft, 1993).

- Hormonas que aceleran la metamorfosis de las larvas, con consecuencias toxicas
para éstas (ecdisona).

- Desacoplantes en procesos como la fosforilacién oxidativa y la respiracién en los
insectos.

Actualmente existen tres grandes caminos en la blsqueda de nuevos insecticidas: la
quimica combinatorial, serendipitia y la ingenieria genética (Briggs, 1994).

La quimica combinatoria es una nueva técnica usada junto con “screening“ masivos, y
consiste en el uso de bloques moleculares simples que pueden unirse entre si como

polimeros para dar combinaciones que formaran bibliotecas de compuestos para ser
examinados.

La serendipitia se refiere a los descubrimientos realizados al azar, cuando la
investigacion se dirigia hacia otra direccién (Whittle, 1994). La importancia de esta
técnica radica en el hecho de que descubrimientos aparentemente erréneos pueden
resultar absolutamente revolucionarios si se aplican a la resolucién de otro problema, en
este sentido es importante la agudeza del cientifico o simplemente la suerte.

La ingenieria genética, que se ha usado para la creacién de plantas resistentes a plagas
de insectos y a los herbicidas.

En la actualidad cada vez es menor el nimero de nuevos insecticidas que salen al
mercado, ya que cada vez son mayores los requisitos que deben reunir los compuestos
antes de su comercializacién. El desarrollo de un nuevo producto es un proceso largo y
costoso que puede durar entre 8-10 afios y necesitar una inversién de entre 10.000 y
20.000 millones de pesetas. Esto hace que desde 1990 no se hayan anunciado méas de
cinco nuevos insecticidas anualmente (Wood, 1996).

Los nuevos insecticidas son cada vez mas potentes, lo que hace que las dosis
empleadas sean cada vez mas bajas, mas selectivos y més respetuosos con el medio.
En las nuevas formulaciones se mejoran aspectos tales como biodisponibifidad, y
reduccion del riesgo del manipulador. Para ello, se tiende a reemplazar los concentrados
emulsionables y los polvos mojables por suspensiones concentradas, y granulos o
comprimidos, que reducen el contacto de polvo con el aplicador y el impacto sobre el
medio (Dailey y Dowler, 1998; Dowler y col., 1999). También cobra importancia el empleo
de semillas tratadas, los formulados microencapsulados, y la forma de aplicacion
(contenedores que se solubilizan directamente en agua, sistemas de espolvoreo
cerrados, gotas cargadas eléctricamente (Stetter, 1998).

La forma de aplicacién del producto puede influir de forma decisiva en la presencia de
residuos en el medio, aunque de momento son pocos los estudios que se han llevado a
cabo para confirmar dicha hipétesis (Mills y Thurman, 1994; Sanchez-Rasero, 1998).
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2.5 Consumo de plaguicidas

A nivel mundial los plaguicidas OCls fueron los méas utilizados en la década de los
cincuenta, mientras que los OPs y carbamicos se introdujeron a partir de los sesenta. La
elevada toxicidad y persistencia de los insecticidas OCls ha hecho que su consumo se
reduzca a lo largo de la historia, mientras que el grupo de los OPs se ha mantenido
invariable en las dltimas décadas (Figura I-3). En la actualidad el consumo de plaguicidas
a nivel mundial ronda los 2,5 millones de toneladas en todo el mundo (Pimentel, 1995).

La mitad de los 20 insecticidas mas vendidos en el mundo pertenece a la familia de los
OPs, entre los cuales se encuentra metidation. Esto es debido a que muchos de los
plaguicidas OPs se degradan facilmente en el medio (Sanchez-Camazano y Sanchez-
Martin, 1983). En esta lista de los més vendidos se incluyen también cuatro insecticidas
carbamicos: aldicarb, carbaril, carbofuran y metomilo, lo que hace que los insecticidas
inhibidores de la AChE, constituyan el 70% de los 20 compuestos mas vendidos.

1972 1995 2005

5%

B Organofosforados Organoclorados B Piretroides

B Carbamatos B Benzoilureas B Otros

Figura [-3: Consumo de los principales grupos de insecticidas (Stetter, 1998).

En Espafia, insecticidas y herbicidas son dos de los grupos de agroquimicos mas
consumidos en los Ultimos afos (Tabla I-2), observandose un aumento progresivo a lo
largo del tiempo.
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Tabla I-2: Evolucidn del consumo (millones) de fitosanitarios en Espafia MAPYA)

Ao | ecaricldes _nomstocidag _FUnicidas Herbicidas  Varios 1
1985 17.750 8.610 12.830 5.840 45.030
1986 18.750 8.200 13.050 6.100 46.100
1987 19.400 9.900 13.900 7.300 50.500
1988 19.100 2.670 15.430 16.940 6.830 60.970
1989 19.570 2.270 14.720 16.640 6.810 60.010
1990 20.490 2.440 13.920 19.910 6.200 62.960
1991 20.750 2.780 13.080 20.250 6.220 63.080
1992 20.850 2.500 12.450 18.100 6.050 59.950
1993 19.555 2.190 12.890 18.095 5.750 58.480
1994 22,915 2.490 14.550 21.875 6.010 67.840
1995 26.050 2.950 14.800 20.300 7.100 71.200
1996 26.610 3.210 17.900 26.750 7.530 82.000
1997 27.400 3.200 20.300 28.900 7.600 87.400

3 Anadlisis de residuos de plaguicidas en aguas y
suelos

Despues de la aplicacion de un plaguicida, los residuos de éste, y sus posibles productos
de degradacion, pueden aparecer en numerosos compartimentos del medio (sistemas
biolégicos, agua, suelo o aire). Son los llamados residuos de plaguicidas.

El analisis de residuos de plaguicidas es necesario como medida de control de posibles
contaminaciones del medio y una forma de proteccion de la salud plblica, y comprende
varios procesos que pueden resumirse en el esquema de la Figura 1-4.

A menudo es un procedimiento complicado, que se realiza en distintos pasos y que
culmina con el uso de una técnica analitica, generalmente de tipo cromatografico. En la
mayoria de los casos la calidad de los resultados no depende del coste del equipo, sino
de las operaciones que se realizan antes de la utilizacion del mismo como el muestreo,
almacenamiento, preparacion y andlisis de la muestra. Sherma (1999) realiza un revisién
de las principales técnicas de andlisis de residuos de plaguicidas en la actualidad.
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Toma de muestra y
almacenamiento
Preparacion de la
muestra

v _
Extraccion Ej: Muestras Liquidas: ELL
Ej: Muestras Sélidas: Soxhlet

Purificacion J I ‘ Ej: Florisil, SO,Na,, (anhidro) J

\
Determinacién || N {GC, HPLC, GC/MS, J

TLC, ... ofros.

MS, detectores especificos,

Confirmacion de {1, derivatizacion quimica, otros. l

la identidad

Confirmacion de

Programas interlaboratorio,
la cantidad

materiales de referencia. ]

Figura I-4: Andlisis de residuos de plaguicidas en muestras
ambientales (Chau y col., 1982).

3.1 Toma de muestra, almacenamiento y conservacion.

La toma de muestra es una de las fuentes méas importantes de error en las
determinaciones analiticas y quizas el elemento més critico de los estudios ambientales
(Gy, 1995; Barcelé y Hennion, 1997). Existen en la bibliografia numeras publicaciones
dedicadas a esta materia (Keith, 1988; Barcel, 1993; Mayfield y col., 1993; Wells, 1994;
WRC Guide, 1994; Crosby, 1995), pero habitualmente no se le concede demasiada
importancia, y la recogida se lleva a cabo con frecuencia por personal no cualificado.

La toma de muestra debe realizarse de tal manera que ésta sea representativa del
conjunto, y en cantidad suficiente para que pueda llevarse a cabo su andlisis (Cross,
2000; Lehotay, 2001). Este aspecto es especialmente delicado en la toma de muestras
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sélidas dada la hetereogeneidad intrinseca de la mayoria de materiales del suelo (Cross
2000).

Otro punto a tener en cuenta, es que las caracteristicas del equipo de muestreo deben
ser compatibles con la determinacion analitica y evitar problemas de posibies
contaminaciones (Siegrist y Jenssen, 1990). Asi por ejemplo, para el analisis de residuos
de plaguicidas el material utilizado en la recogida de la muestra debe ser de vidrio o
teflén, ya que existe el riesgo de adsorcién sobre otro tipo de materiales especiaimente
plasticos (Topp y Smith, 1992).

De todas formas para cada analito hay que asegurarse de que el recipiente empleado en
la toma de muestra y su transporte no modifique la concentracion del contaminante (por
fendmenos tales como la adsorcion), o contribuya con interferencias en la determinacion
final.

Una vez recogida la muestra en el recipiente adecuado, debe ser trasladada lo antes
posible al laboratorio para su analisis. En caso contrario, se almacenara de la forma
adecuada para preservar la calidad de los resultados.

La forma mas habitual de almacenamiento de las muestras de tipo ambiental (suelo y
aguas, por ejemplo) es en neveras a 5 °C (Jeannot, 1994). Pero cuando se desconoce la
degradacién del analito en la matriz es mejor utilizar la congelacion a -18 °C, ya que en
estas condiciones se reducen la mayor parte de las reacciones enzimaticas y oxidativas.
Sin embargo la congelacién de la muestra puede ocasionar la floculacion de la materia
organica al descongelarse, provocando problemas de adsorcién de los analitos (de la
Colina, 1996).

El paso siguiente de preparaciéon de la muestra para su analisis, es en el que mayor
tiempo se invierte, y de donde provienen la mayor parte de los errores (Majors, 1991).
Para conseguir una mayor calidad en los resultados del analisis se pueden tomar algunas
medidas preventivas como son la realizacion de ensayos rutinarios para comprobar la
limpieza de los recipientes, andlisis de blancos sobre agua destilada para localizar
contaminaciones o el analisis por duplicado de la muestra, cuando esto sea posible. De
todas formas, lo mas recomendable es la realizacién de pruebas de estabilidad de los
compuestos de interés en cada caso particular (Simmoms,1991).

El aumento de la estabilidad de los plaguicidas en agua se puede conseguir con la
adicién de determinados conservantes, tras la recogida de la muestra (Jeannot, 1994;
Barcelé y Hennion, 1997). Entre los compuestos que actian como conservantes se
encuentran la adicion de disolventes que extraigan el plaguicida como cloroformo o
diclorometano, y la adicion de cloruro merclrico, sulfato clprico o acidos para disminuir el
pH. En la Tabla I-3 se recogen algunas formas de conservacion de muestras acuosas
que contengan diferentes tipos de plaguicidas.
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Tabla I-3: Medidas conservativas para plaguicidas en agua ( Dean, 1998)

- - . . Tiempo maximo de
Plaguicida Recipiente Medidas de conservacion almacenamiento
OCls Vidio 1 mLdeHgCl, (10 mgmL") 0 1gL" de Ac. 7 dias, 40 dias tras
ascorbico o adicion de un disolvente organico  extraccion
OPs Vidrio 1 mL de HgCl, (10 mg mL™) o adicién de un 14 dias, 28 dias tras
disolvente organico extraccion
Herbicidas Vidrio Refrigeracion, sellado, adicién HCI hasta pH <2 14 dias
OCls Tiosulfato sédico 7 dias, 28-40 dias
tras extraccion
1 mL de HgCl, a 10 mg mL™ 7 dias

Compuestos Vidrio Refrigeracion, adicién de H,SO, hasta pH <2 28 dias
fendlicos

Plaguicidas ~ Vidrio 1 mL de HgCl, a 10 mg mL" 28 dias
polares

En el trabajo de Barcel6 y Alpendura (1996) se recogen los principales problemas que se
pueden presentar en el almacenamiento y conservacion de plaguicidas polares en
muestras acuosas. de la Colina y col. (1997) estudian el efecto del aimacenamiento de
varios plaguicidas en cartuchos de extraccion en fase sélida, presentando éste como una
buena medida de conservacién, aunque los resultados dependeran de las caracteristicas
del plaguicida (Senseman y col., 1993; Barcel6 y col., 1994; Johnson y col., 1994; Lacorte
y col., 1995).

En estos procesos y en los que a continuacién se describen, es necesario evitar en lo
posible el uso de plasticos tanto en conexiones como en viales, porque pueden
contaminar la muestra (Pattison y Wilkins, 1989) o retener ciertos plaguicidas (Topp y
Smith, 1992).

3.2 Métodos de extraccién de plaguicidas en suelo.
3.2.a Extraccion liquido- sé6lido, Soxhiet, Soxtec y Sonicacién

La extraccion de contaminantes en muestras de suelo se ha realizado normalmente
mediante meétodos de extraccion liquido-sélido. El mas com(n de estos métodos es la
extraccion mediante Soxhiet, que fue introducida por el Barén von Soxhlet a mediados del
siglo XIX.

Los métodos de extraccion liquido-sdlido pueden dividirse en: métodos que utilizan calor
(Soxhlet, Soxtec) (Di Vincenzo y Dentel, 1996), y métodos que no requieren su uso
(sonicacion o agitacion).



26 CAPITULO |

La extraccion liquido-sélido convencional, se lleva a cabo mediante Ia agitacién de la
muestra de suelo en un recipiente de vidrio con un disolvente. Después de la extraccion,
el analito se separa de la matriz mediante centrifugacién y /o filtracién (Romero y col.,
1998).

La sonicacion, utiliza un bafio de ultrasonidos para agitar la mezcla de la muestra con el
disolvente. Normalmente la agitacion se realiza en un periodo de tiempo corto (3 min),
transcurrido el cual es necesario filtrar y /o centrifugar la muestra (Navarro y col., 2000).
El proceso entero se puede repetir hasta tres veces, con la combinacién de los extractos.
Watts y col. (1994), extraen seis plaguicidas de muestras de suelo mediante sonicacion,
obteniendo valores de recuperacion superiores al 70 %.

En la extraccién mediante Soxhlet, se utiliza el sistema de extraccién del mismo nombre.
El proceso se lleva a cabo mediante el paso de forma repetitiva de un disolvente o
mezcla de disolventes a través de la muestra, a una temperatura por debajo de su punto
de ebullicion y durante periodos de tiempo largos (2-24 h) (Snyder y col., 1992;
Kimbrough y col., 1994; Frost y col., 1997).

La extraccion mediante Soxhlet automética o Soxtec, utiliza un proceso en tres etapas
para obtener un extraccién més réapida. En un primer paso la muestra se sumerge en el
disolvente hirviendo durante aproximadamente 60 min. Después la muestra se extrae en
Soxhlet, por un periodo de tiempo similar, y por Ultimo el disolvente se evapora
directamente en el Soxtec. Mediante este procedimiento se reduce tanto el tiempo de
extraccion, como el volumen de disolvente empleado y la manipulacién de la muestra, y
algunos autores proponen su utilizacién como una alternativa a la extraccién con Soxhiet

o sonicacién, para el analisis de plaguicidas y otros compuestos de suelos y sedimentos
(Lépez-Avila y col., 1993).

El método Soxhlet para el andlisis de distintos analitos en suelos sigue siendo uno de los
mas empleados en la actualidad (Letellier y Budzinski, 1999; Diring y Gath, 2000;
Guzzella y col., 2000; Lehotay, 2001). Folch y col. (1996), lo utilizan para la extraccién de
bifenilos policlorados de muestras de suelo enmendadas con lodos de depuradora.
Algunos estudios que comparan la extraccion con Soxhlet con otros procedimientos como
sonicacion, concluyen que el método Soxhlet es el méas exacto, robusto y eficiente para la
extraccion de analitos de suelos (Kimbrough, y col., 1994; Lépez-Avila y col., 1995b;
Romero y col., 1996).

3.3 Métodos de extraccion de plaguicidas en aguas
3.3.a Extraccion liquide-liquido (ELL)
Ha sido el método de extraccion méas utilizado en el caso de muestras acuosas, (Liu y

col., 1994; Akerblom, 1985), y todavia se sigue utilizando en la actualidad (Dannenberg y
Pehkonen, 1998; Konstantinou y col., 2001).
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El principio de la extraccién liquido-liquido es un proceso de particién del analito entre
dos disolventes inmiscibles, en los cuales el analito y la matriz en la que se encuentra
tienes diferentes solubilidades.

El método puede realizarse mediante una extraccién en continuo o en discontinuo
(Majors, 1997). En el primer caso la extraccion se realiza en un matraz de decantacién, y
el equilibrio entre las dos fases inmiscibles nunca se alcanza, mientras que en el segundo
si. La extraccion en continuo se realiza en un sistema Kuderna-Danish.

Es el método de extraccion mas utilizado, pero presenta algunos inconvenientes:
- Requiere una gran cantidad de tiempo, cuando el nimero de muestras es alto.

- Las muestras que contienen surfactantes o materia grasa pueden presentar
problemas en la separacion entre las fases por la formacién de emulsiones. La
eliminacion de éstas se puede conseguir mediante centrifugacion, filtracion con
lana de vidrio, refrigeracién o adicién de pequefias cantidades de un disolvente
organico distinto del utilizado para su extraccién.

- Necesidad de utilizar un volumen elevado de disolvente que debe ser eliminado.
Este es el caso habitual de disolventes téxicos, de los que se exige su
almacenamiento y posterior retirada.

- Debido a la obtencién de elevados volimenes de disolvente, generalmente se
necesita una preconcentracion de la muestra antes de su andlisis.

Como solucién al problema de utilizacion de elevados volimenes de disolventes algunos
autores utilizan la microextraccién liquido-liquido (Beltran y col. 1997; Sanchez y col.,
2000), en la que se emplea un volumen mas reducido de disolvente para extraer
cantidades de muestras mas pequenas.

3.3.b Método de extraccion en fase solida (SPE).

El método de extraccién en fase sélida o de extraccidn liquido-sélido, consiste en la
puesta en contacto de una muestra liquida o gaseosa con una fase sdlida o sorbente que
retiene al analito de forma selectiva. Una vez retenido el analito, es separado mediante la
adicion de un disolvente en el que presenta una alta solubilidad (Junk y Richard, 1988).

La eleccién del disolvente y la fase estacionaria son de vital importancia en esta técnica
analitica, ya que si la muestra contiene varios analitos, estos pueden ser retenidos y
eluidos en diferentes pasos pero dentro de un mismo anélisis.

Los primeros métodos de extraccion en fase solida empleaban resinas macrorreticulares
y grandes cantidades de fase estacionaria (=15 g) (Lebel y col., 1979). En la actualidad
existe en el mercado una amplia variedad de sistemas de extraccion en fase sélida, tanto

en el tipo de fase estacionaria empleada como en Ia cantidad de relleno, que suele oscilar
entrelos 50 mgy 1 g.
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Los sorbentes mas comunes utilizan como material de partida particulas de silice, a las
que se unen otros grupos funcionales para cambiar sus propiedades de retencion. El
grado de recubrimiento no es siempre completo, lo que da lugar a sitios no reactivos de
naturaleza distinta que pueden cambiar el modo de interaccién del analito con la fase
estacionaria (McDowall, 1994).

Existen tres tipos de fases estacionarias: normal, reversa y de intercambio i6nico. Los
sorbentes en fase normal tienen grupos funcionales de naturaleza polar (ciano, amino, o
diol) y se utilizan para la retencién de compuestos de naturaleza polar. Los sorbentes en
fase reversa utilizan grupos funcionales de naturaleza no polar (metilo, octadecilo), y son
usados cuando el analito presenta una naturaleza no polar. Las fases estacionarias de
intercambio i6nico contienen grupos funcionales catiénicos o i6nicos, y se utilizan para la
retencion de compuestos con carga (Tabla I-4). La forma de presentacién de los sistemas
de extraccién en fase sélida van desde cartuchos individuales con diferentes cantidades
de relleno o en discos de extraccion.

Tabla I-4: Algunas de las fases estacionarias mas utilizadas en SPE (Dean, 1998).

Fase Grupo Funcional
C1, metilo Si-CHj
Fases Apolares C8, octilo Si-(CH,)7CHs
C18, octadecilo Si-(CHy)47,CH;
Si, silice Si-OH
Fases Polares CN, cianopropilo Si-(CH2)sCN
20H, diol Si-(CHp)g-0-CHz-CHOH-CH,0H
SCX, acido bencen sulfénico Si-{CHy)3-CeH4-SO4
Fases de intercambio DEA, amina terciaria Si-(CHy)s-NH' (CH,CH),
SAX, amina cuaternaria Si-(CHy)s- N* (CHg)s

En la actualidad estan emergiendo los rellenos de tipo polimérico (Oasis, Abselut Nexus)
que son capaces de retener una amplia gama de productos lo que los hace
especialmente aconsejables para el analisis multirresiduos (Young, 1998; Wells, 1999).
Otras novedades se refieren al uso de inmunosorbentes como rellenos basados en el
reconocimiento molecular usando anticuerpos (Delannay-Bertoncini y col., 2001a). Estos
rellenos permiten la extraccion selectiva de compuestos o familias de compuestos
(Lawrence y col., 1996; Ferrer y col., 1997; Pichon y col., 1997; Delannay-Bertoncini y
col., 2001b)
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El modo de operacion se divide en cinco pasos: humectacién del sorbente,
acondicionamiento de la fase estacionaria, paso de la muestra, elucién de interferencias y
elucion del analito. La eleccién del disolvente influye directamente sobre la retencién del
analito sobre la fase estacionaria y su posterior elucién, y dependera de la naturaleza de
éste. Otros parametros a tener en cuenta son el nimero de sitios activos de la fase

estacionaria y la velocidad de paso de la muestra que se regula controlando el vacio en el
sistema (Figura I-5).
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Figura 1-5: Sistema de vacio para SPE
(Dean, 1998).

El tipo y cantidad de fase estacionaria, la velocidad de paso de la muestra, concentracién
y volumen de la muestra, pH, fuerza i6nica y las caracteristicas del plaguicida son

algunos de los factores que mas intervienen en la extraccién de plaguicidas de muestras
acuosas (Baez y col., 1997)

El método de extraccion en fase sélida ha sido muy utilizado en los Ultimos afios para el
analisis de residuos de plaguicidas y otros contaminantes de muestras acuosas y de
distinta naturaleza (Brooks y col., 1989; Moltd y col., 1991; de la Colina y col., 1995 y
1997; Benfenati y col., 1996; Meney y col., 1998; Pichon, 1998; Baranowska y Pieszko,
2000; Young, y col, 2001). Greerdink y col. (1998) ponen a punto cuatro procedimientos

para la extraccién de triazinas y algunos de sus productos de degradacién de muestras
acuosas.

Las innovaciones mas recientes apuntan al uso de hasta 96 columnas de SPE
simultaneamente (Wells, 1999 y 2000) y a la desorcién del analito con ayuda de la
temperatura (Duinkerken y col., 2000).

3.3.c SPE on-line y automatica

La exiraccion en fase sélida automatica permite extraer un gran niimero de muestras.
Existen dos formas de llevarla a cabo: mediante el empleo de la instrumentacién
adecuada que realiza los mismos pasos que en la extraccion manual (Jordan, 1993), y la
SPE on-line (Brinkman y Vreuls, 1995). En este ultimo caso el eluyente del cartucho de
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extraccion se introduce automaticamente en un cromatografo para la separacién y
cuantificacién de los analitos de interés (Figura 1-6). E! empleo de esta técnica presenta
como ventaja una reduccion en la manipulacién de la muestra, que se ve reflejada en una
mejora en la precision de los resultados y en una disminucién del riesgo de
contaminacion (Lacorte y Barceld, 1996; Hennion, 1998).

Esta técnica ha sido muy utilizada para el andlisis de plaguicidas, y en algunos casos se
ha empleado como primera medida para la deteccion de contaminaciones por plaguicidas
en aguas superficiales (Brinkman, 1994; Chiron y col., 1994). Pichon y col. (1994) utilizan
el metodo SPE on-line, para la separacion de varias triazinas y herbicidas uréicos de
aguas de bebida y superficiales. van der Hoff y col. (1994) la aplican a la extraccién de
piretroides mediante SPE automatica en aguas superficiales. Este sistema se ha utilizado
por su sencillez, conectado a un cromatégrafo liquido de alta resolucién (CLAR) (Lacorte
y col., 1995b; Hogenboom, 1997), aunque también se ha aplicado en combinacioén con
CG/EM (Lacorte y col., 1995b; Ollers y col., 1997). Para la obtencién de buenos
rendimientos con esta técnica es imprescindible que el relleno no se seque antes de paso
de la muestra. Bouvier y col. (1997) han desarrollado un nuevo relleno polimérico con el
que se obtienen buenas recuperaciones en el caso de que esto ocurra.

Barcel6 y Hennion (1995) realizan una revision de las distintas técnicas de andlisis on-line
de plaguicidas en muestras acuosas medioambientales.

Paso de la muestra Elucién de la muestra

Fase Movil ) \\ Fase Movil

Pre-Columna

Columna Analitica -

Residuo

Figura [-6: Diagrama de conexién a una columna analitica en SPE-on line
(Dean, 1998).

3.3.d Microextraccion en fase sélida (SPME)

La microextraccion en fase sélida o SPME es el método por el cual un analito organico es
directamente adsorbido sobre la superficie de una fibra polimérica, recubierta con
distintos rellenos, segin un equilibrio de particién entre la fibra y la solucién (Lord y
Pawliszyn, 1998 y 2000; Falqui y col., 2001).

La etapa mas importante del proceso es la eleccién de la fase estacionaria adecuada
para la adsorcion del analito, siendo la de polidimetilsiloxano una de las mas utilizadas.
Esta fase se utiliza para la extraccion de una gran cantidad de compuestos no polares,
tanto en aire como en muestras acuosas (Arthur y col., 1992; Zhang y col., 1994).
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El sistema fisico en el que se encuentra normalmente es un recipiente similar a una
jeringa, al que se adapta una aguja para la inyeccién de la muestra en un CG, donde el
analito es desorbido por accién de la elevada temperatura del inyector. Como
consecuencia, una de las ventajas de esta técnica es que no necesita ninguna etapa de
purificacién o concentracién de la muestra (Urruty y col., 2001), ausencia del pico del
disolvente y limites de deteccién (LOD) mas bajos que los obtenidos por otras técnicas
convencionales como ELL o SPE (Falqui y col., 2001). Cuando la muestra se quiere

analizar mediante CLAR, es necesaria la presencia de una interfase, para la desorcion
del analito.

El método SPME, ha sido aplicado por varios autores para la extraccién y separacion de
muestras acuosas de distintos plaguicidas (Miege y Dugay, 1998; Lipinski, 2000).
Barnabas y col. (1995), proponen un método para la determinacién de cuatro herbicidas
triazinicos en muestras acuosas a bajas concentraciones, mediante SPE-CG con detector
NPD. Las recuperaciones obtenidas se encuentran alrededor del 90 %, y consiguen
detectar concentraciones de los herbicidas que se encontrarian en condiciones normales
por debajo del limite de deteccién del detector utilizado.

Boyd-Boland y col., (1995) realizan un estudio
W mas amplio del andlisis de muestras acuosas
h

adicionadas con mezclas de herbicidas, en el
que se analizan parametros tales como tiempo
de equilibrio, linealidad de la respuesta, y efecto
de la fuerza ionica y el pH. En un estudio
posterior (Boyd-Boland, y col., 1996), se
analizan matrices acuosas adicionadas con 60
plaguicidas distintos, encontrando resuitados
similares a los obtenidos mediante extraccién
liquido-liquido.

Detalle de la aguja de
inyeccién

8l Guia ajustablef
[[{para la aguja |

1 Estos sistemas también se aplican a la
_ determinacion de plaguicidas en muestras
Figura  I-7:  Sistema  para sblidas mas complejas (Chen y col., 1998) y por
microextraccion en fase sdlida . L, .
(Zhang y col., 1994). _ medio de la retencion de los analitos presentes
en la fase gaseosa en equilibrio con la muestra
o0 "headspace” (Zhang y Pawliszyn, 1993).

3.4 Otros métodos de extraccién para matrices acuosas o sélidas
3.4.a Extraccién mediante fluidos supercriticos (SFE)

Un fluido supercritico es cualquier sustancia por encima de su temperatura y presion
criticas. La extraccion SFE se basa en las propiedades de los fluidos en estado
supercritico para extraer analitos de matrices sélidas, semisdlidas o liquidas. Estas

propiedades son un buen poder de solvatacion, alta difusividad y baja viscosidad y
minima tension superficial.
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El descubrimiento de la fase supercritica se debe al Baron Cagniard de la Tour en 1822, y
desde entonces ha tenido un gran nGmero de aplicaciones en ingenieria, tecnologia y
andlisis de diversas sustancias.

La primera aplicacién en cromatografia analitica se recoge en el trabajo de Novotny y col.
(1981), pero no es hasta mediados de los ochenta cuando se comercializa a nivel
analitico.

La eleccion del fluido supercritico depende fundamentalmente de criterios practicos,
como disponibilidad, elevada pureza, seguridad, baja reactividad y bajo costo. Por estas
razones y debido a la moderada presion critica y a la baja temperatura critica, el diéxido
de carbono es la sustancia mas utilizada para fines analiticos en SFE. Sin embargo,
debido a su naturaleza no polar y dependiendo de las caracteristicas de la sustancia a
analizar, a veces es necesario afadir un disolvente organico polar o modificador. Metanol
es uno de los modificadores mas cominmente empleados. Levy (2000) hace una revisién
de los parametros mas importantes en la extracciéon SFE de muestras sélidas.

La técnica de SFE se ha empleado a menudo en el anlisis de plaguicidas (King y col.,
1993; Steinheimer y col., 1994; Valverde, 1994; Lehotay y Eller, 1995; Camel, 1998).
Snyder y col. (1992) realizan un estudio comparativo de la extraccién en suelo de varios
plaguicidas OPs mediante SFE, Soxhlet y sonicacién, encontrando resultados similares
entre los distintos métodos estudiados.

Refrigerante  Célula de

xtraccion
/ Coleccién de

g la muestra
]

L
i N |

Regulador
de la presion

Modificador

Figura [-8: Componentes basicos de un
sistema de extraccion con fluidos supercriticos
(Barnabas y col., 1994).

Dean (1996) recoge los principales factores que afectan a la recuperacion de plaguicidas
de suelo. Entre esos factores hay que tener en cuenta: las caracteristicas del suelo, el
coeficiente de particion suelo-agua (Kj), la solubilidad del plaguicida en el fiuido
supercritico, el modificador que se emplee, la presion que se aplique y la presencia de
acidos hiimicos y materia orgénica en la muestra.

La necesidad de la adicion de modificadores para la extraccién de plaguicidas polares de
suelo ha sido demostrada por varios autores (Snyder y col.,1993; Barbanas y col., 1994),
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que obtienen recuperaciones altas cuando éstos son empleados, mientras que sin su
adicion las recuperaciones son muy bajas o incluso no son extraidos.

Otra de las aplicaciones de la SFE, ha sido en la extraccion de analitos de matrices
acuosas. Su utilizacién se ha realizado de dos formas distintas, una mediante la
aplicacion directa de CO, sobre la muestra, y otra mediante la combinacién de la
extraccion en fase sdlida con la SFE. En este ditimo caso, la muestra acuosa que
contiene el analito se pasa por un cartucho de extraccion SPE, que a continuacion se

introduce en la célula especial de extraccion, SFE y se eluye el analito con el fluido
supercritico.

Las principales ventajas de la extraccién con fluidos supercriticos frente a otras técnicas
de extraccién son (Barcelé y Hennion, 1995):

- Una reduccién en el tiempo de extraccién, si se compara con Soxhlet, ELL o SPE,
ya que la elevada difusividad de los fluidos supercriticos permiten que la
extraccion se realice en un tiempo mas corto.

- Requiere pequefos volimenes de disolvente, semejantes a los utilizados en SPE,
lo que disminuye los problemas de contaminacién ambiental.

- Utilizacién de bajas temperaturas de extraccién (40-60 °C), lo que permite extraer
compuestos termolabiles.

- Posibilidad de fraccionar los extractos.

- Permite realizar extracciones selectivas, mediante Ia eleccién del disolvente o del
modificador.

- Compatibilidad con los métodos de extraccion on-line.

Pero esta técnica analitica también presenta una serie de incovenientes entre los que se
pueden destacar los siguientes (Lehotay, 1998):

- Sblo puede exiraerse un tamafno de muestra pequefio, lo que incide en el
correspondiente limite de deteccion.

- Se necesita una alta inversién en equipos y en su mantenimiento, en contra de lo
que sucede con métodos de extraccion convencionales como ELL, Soxhlet o SPE.

- Necesidad de personal especializado

- El elevado precio y disponibilidad de los gases, que deben ser extremadamente
puros.

3.4.b Extraccion asistida por microondas (MAE)

La extraccion asistida por microondas utiliza la energia de la radiacién electromagnética
de la regi6n de las microondas para desorber contaminantes de la matriz a analizar
(Zlotorzynski, 1999). Aunque la regién de las microondas abarca frecuencias desde los
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300 MHz a los 100 GHz, los hornos microondas tanto domésticos como cientificos
funcionan sélo a frecuencias de 2,45 GHz.

El componente fundamental del sistema, es el generador de microondas o magnetrén. En
la extraccion asistida por microondas, las ondas son dirigidas hacia el sistema donde se
introduce la muestra por medio de un cable coaxial, mientras que en los hornos
microondas domésticos esto no ocurre. Otros parametros que se pueden controlar son la
temperatura y la presién en el interior del recipiente de extraccion.

La energia de la radiacion microondas consigue polarizar a los compuestos que
presentan momento dipolar, y en estas condiciones la molécula polarizada rota hasta
alinearse con respecto al campo eléctrico a una velocidad de 10° veces por segundo. En
el caso de la extraccion MAE de muestras acuosas con disolventes organicos, es
necesario conocer el valor de su constante dieléctrica.

La primera aplicacion de los hornos microondas para la extraccién de analitos de
matrices utilizando disolventes organicos fue realizada por Ganzler y col. en 1986. En
este primer trabajo la energia microondas se usé para extraer analitos de suelos, semillas
y comida, utilizando como disolventes metanol o una mezcla metanol-agua para
compuestos polares y hexano para compuestos no polares.

La extraccion de plaguicidas de distintas matrices mediante el empleo de las microondas
ha sido un campo de amplio estudio en los Ultimos afios (Steinheimer, 1993; Onuska y
Terry, 1993; Lopez-Avila y col., 1995; Stout y col., 1996 y 1997; Font y col., 1998; Xiong y
col., 1999; Andréa y col., 2001). Entre las principales ventajas de esta técnica podemos
destacar una reduccién del tiempo de preparacion y extraccién de la muestra, en el uso

de disolventes y una mejora de las recuperaciones (Letellier y Budzinski, 1999; Letellier y
col., 1999).

3.4.c Extraccién acelerada con disolventes (ASE)

Esta extraccion utiliza disolventes a elevada temperatura y presién para extraer
contaminantes de matrices medioambientales. Fue propuesta como método analitico por
la Agencia de Proteccion del Medio Ambiente americana en 1995 (USEPA SW-846,
1995).

Las principales razones de porqué el uso de disolventes organicos a elevada temperatura
y presién puede mejorar la extraccién son, un aumento de la solubilidad y transferencia
de masa, y cambios en el equilibrio superficial.
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Las elevadas temperaturas aumentan la solubilidad de los analitos y la difusién de los
mismos hacia el disolvente organico. Asimismo, la transferencia de masa entre la
superficie de la matriz y el disolvente es mas rapida como consecuencia de la existencia
de un mayor gradiente de temperatura.

Valvula Célula

de bombeo de extraccion
Bomba
Vélvula
estatica
Disolvente .
Vélvula —
de purga
Vial
de coleccién
Nitrégeno

Figura 1-9: Diagrama de un sistema de exiraccion ASE
(Dean, 1998).

Los cambios a nivel superficial son consecuencia de la elevada presion y temperatura.
Las altas temperaturas pueden romper las interacciones existentes entre el soluto y la
matriz (fuerzas de van der Waals, enlaces por puente de hidrégeno, enlaces dipolo-
dipolo, etc.) y disminuir la viscosidad del disolvente, lo cual permite penetrar mejor al
analito en el disolvente. La elevada presién mantiene al disolvente en fase liquida por
encima de su punto de ebullicion y ayuda al disolvente a penetrar en la matriz de la
muestra.

La técnica ASE fue desarrollada y automatizada en 1995 por Dionex Corp. (USA)
(Figura 1-9). Desde entonces se ha empleado para el andlisis de distintos contaminantes
ambientales de tipo organico, entre ellos los plaguicidas (Obana y col., 1997; Gan y col.,
1999; Weichbrodt y col., 2000) obteniéndose resultados comparables a la extraccién con
Soxhlet, SFE o MAE (Frost y col., 1997).

Una de las ventajas de este método es usar agua como extractante, ya que se trata de
disolvente barato, seguro y disponible. En estos casos se pueden adicionar detergentes,
ciclodextrinas y sales para aumentar el poder de solubilizacion. Lehotay (1998)
demuestra como la temperatura del agua influye en las recuperaciones obtenidas en la
extraccion de varios plaguicidas mediante ASE, entre los que se encuentra metidation.

En las Tablas I-5 e |-6, se presentan las ventajas e inconvenientes de distintos métodos
de extraccion para muestras acuosas y de suelo, respectivamente.



Tabla I-5: Comparacion de algunos métodos de extraccion para muestras acuosas (Dean, 1998).

w
Liquido-Liquido SPE SPME >
Tiempo de extraccién 20 min—24 h 10-20 min. 10-60 min.
Disolvente utilizado 180-500 mL 10-20 mL No es necesario
Costo Bajo Bajo Bajo
Manejo Facil Facil Facil
Tamanho de la muestra 1L 1imL-1L imL-1L
. Y . Optimizacidn de la metodologia;
Principales desventajas Es neceszgg r;oggtergggyna muestra Optm;;zzg:g: ggllii?;ﬁﬂﬁfg'a’ eleccion del disolvente y
optimizacién de la metodologia
Tabla I-6: Comparacion de las técnicas de extraccion de suelo (Dean, 1998).
Soxhlet Soxtec Sonicacion SFE MAE ASE
Tiempo de extraccién 4-24 h 4-5h Perlodc::irc]je 3-15 30-60 min < 5 min. 15 min.
Disolvente utilizado 100- 500 mL 40-50 mL 150-300 mL 10-30 mL 40 mL 15-25 mL
Costo Muy Alto Bajo Bajo Alto Moderado Alto
Tamafio de la muestra >10g >10g >5¢ >1g > 5g >10g
Uso de elevados  Mayor coste en el Efecto matriz Se necesitan
Principales desventajas volimenes de uso del disolvente Muy laborioso elevado cost g utilizar disolventes Alto costo
disolvente que con Soxhlet polares; laborioso

2
3
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&
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3.5 Métodos de concentracién del disolvente

Los métodos de concentracién mas empleados son la concentracién en rotavapor, el uso
de un sistema Kuderna-Danish, sistemas de concentracion evaporativa automatizados o
EVACS (automated evaporative concentration system), o el empleo de corrientes de
gases inertes como el N, o el He (Majors, 1999).

En la concentracién en rotavapor el disolvente es eliminado a baja presion y temperatura
controlada. Los principales problemas son la pérdida del analito cuando éste es muy
volatil y las pérdidas por adsorcion.

La evaporacién mediante Kuderna-Danish, utiliza un sistema del mismo nombre, en el
que la concentracion del disolvente se realiza mediante una destilacion del disolvente. La

principal desventaja de este método es la pérdida de la muestra por ebulliciones violentas
en el disolvente.

El método EVACS, utiliza una columna de destilacién y una serie de sensores que
permiten una concentracién controlada del disolvente, en cuanto a temperatura y
volumen de la muestra se refiere. Este sistema reduce el riesgo de pérdidas por

adsorcién, evaporacion a sequedad de la muestra o descomposicion térmica de la
misma.

El método de concentracién en corriente de gas inerte consiste en la aplicacion de una
corriente de gas sobre las paredes del recipiente que contiene la muestra. Se emplea
cuando el volumen de disolvente a evaporar es pequeiio (de la Colina y col., 1995).

En todos los casos los métodos de concentracion son lentos y llevan consigo un elevado
riesgo de contaminacion, tanto del disolvente, como del material de vidrio o de la
corriente gaseosa utilizada. El empleo de gomas de distinta composicién (silicona,
polietileno ... ) puede presentar problemas por la aparicién de puntos de adsorcién y/o
contaminacién de la muestra.
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3.6 Métodos de deteccioén

Con la aparicién de los plaguicidas en la década de los cuarenta surgié la necesidad de
desarrollar técnicas analiticas para su deteccion. En esta primera etapa, las técnicas de
analisis eran en su mayoria no cromatograficas, poco sensibles y/o especificas. La
cromatografia en capa fina (CCF) fue la primera técnica de andlisis empleada como
método de deteccion semicuantitativa (Askew y col., 1969; Garrido y Monteoliva, 1981;
Sherma, 1989).

El desarrollo de las columnas empaquetadas en la década de los cincuenta convirtié a la
cromatografia de gases (CG) en la principal técnica empleada en los afios posteriores
(Askew y col., 1969; Bowman y Beroza, 1970; Ramsteiner y col, 1974; Aoki y col., 1975;
Mcleod y col., 1975; Machin y McDougall, 1978; Lebel y col., 1979; Ambrus y col., 1981;
Hornish y col., 1984; Ambrus y Thier, 1986), debido también, a la mejora en la
instrumentacién y a la incorporacion de detectores cuantitativos. La aparicién de las
columnas capilares en los afos setenta, hizo que se mejorase el poder de separacion y
que comenzaran a desarrollase métodos de analisis multirresiduos (Krijgsman y Van de
Kamp, 1976; Nitz y col., 1982; Agneessens y col., 1984; Woodrow y col., 1986; Bagnati y
col., 1988; Hinckley y Bidleman, 1989).

Al mismo tiempo la cromatografia liquida de alta resolucion (CLAR) empezd a
comercializarse, y su implementacién para el andlisis de residuos de plaguicidas permitid
la deteccion de muchos compuestos dificiles de analizar por otras técnicas (Barceld,
1988; Bellar y Budle, 1988; Stelluto y col., 1990).

La alta selectividad de los detectores hace que CG y CLAR sean las técnicas analiticas
més utilizadas en la actualidad (Lehotay, 1998), siendo el caracter termolabil del
plaguicida y su polaridad, las principales caracteristicas a tener en cuenta en la eleccién
de una u otra. Las ventajas de la CG son, la alta sensibilidad de los detectores, su
especificidad y que la interfase necesaria para el detector de espectrometria de masas
(EM) es sencilla. Una de las desventajas es que el andlisis de muchos plaguicidas
termolabiles no pueden ser determinados directamente (Galoux y col., 1979), por lo que
éstos y otros compuestos de naturaleza &cida requieren de técnicas de pre-
derivatizacién. En cuanto a la CLAR presenta como ventajas el ser una técnica mas
adecuada para la determinacion de plaguicidas no volatiles (Machin y McDougall, 1982) o
térmicamente inestables (Zenon-Roland y col., 1984; Kuhne y col., 1991; Ruso y col.,
1993). Como desventaja, que las interfases para EM son mas complicadas y se ha
necesitado mas tiempo para el desarrollo de la tecnologia adecuada. Actualmente este
problema esta solucionado con interfases del tipo “Thermospray” o pulverizacién térmica
(TS), haz de particulas o “Particle Beam” (PB) y electrospray (ES) (Agiiera y Fernandez-
Alba, 1998; Ferrer y Barcel6, 1998; Stout y col., 1998; Bossi y col., 1999; Jeannot y
Sauvard, 1999).

Algunos de los incovenientes indicados tanto para CG como para la CLAR pueden ser
subsanados mediante el empleo de la cromatografia de fluidos supercriticos (CFS).
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La CFS se basa en la utilizacion de un fluido supercritico como fase mévil lo que
proporciona una mayor eficacia en comparacion con la CL y similar a la que presenta la
CG. Esto es debido a que la viscosidad del fluido es mas baja que la de un liquido y la
difusividad de los solutos mayor. Por otro lado, la capacidad de disolucién, similar a la de
un liquido, permite la elucién de compuestos de elevado peso molecular y baja volatilidad
como ocurre en CL (Wright y Smith, 1985). Las principales ventajas de esta técnica son
los cortos tiempos de retencién que se obtienen y su compatibildad con la mayoria de los
detectores de CG y CL (Barceld, 1991; Berger y col., 1994; Yarita y col., 1994). Otra
ventaja, es que el acoplamiento a los detectores de EM es més facil que en el caso de la
CL, pudiéndose inyectar todo el efluyente de la columna en la fuente de iones del EM
(Smith y Udseth, 1983; Kalinoski y col., 1986; Dost y col., 2000). Como desventaja
presentan una fuerte actividad superficial del soporte sélido, que en el caso de solutos
poco solubles en la fase mévil como compuestos polares puede producir una alta
retencién y asimetria en los picos. Estos problemas se pueden solventar con una
adecuada seleccion del fluido supercritico y adicion de modificadores (Shah y Taylor,
1990), eleccion de la fase estacionaria (Zegers y col., 1994) o con una programacién de
presion y temperatura (Mol y col., 1991).

La electroforesis capilar (EC) desarroliada a principio de los ochenta, es otra técnica que
se ha empleado recientemente en el andlisis de de residuos de plaguicidas usada
recientemente (Claire, 1996; Nemoto y Lehotay, 1998; Aga y col., 1999). Se basa en la
separacién de compuestos por la movilidad de sus iones, tras aplicar una diferencia de
potencial en los exiremos de un capilar sumergido en una solucién tampén El principal
problema de esta técnica radicaba en su baja sensibilidad para la deteccién de moléculas
pequeiias, pero en la actualidad este problema se ha solucionado con la creacién de las
llamadas células-z (Lehotay, 1998).

Por ultimo, los métodos de analisis inmunolégico son un campo de investigacion que ha
experimentado un amplio desarrolio en los Uitimos afos (Bouzige y Pichon, 1998:
Hennion, 1998; Thurman y Aga, 2001). En la actualidad el test inmunolégico ELISA
(enzime-linked immunosorbent assay), es uno de los mas utilizados (Lehotay y Miller,
1994; Kuriz y col., 1995; Hernandez y col., 1996; Montoya y col., 2001). Estos test
presentan como ventajas su rapidez y especificidad, pero como inconvenientes que no
son buenos para analisis de tipo cuantitativo y que sélo estan disponibles para un nimero
limitado de plaguicidas (Meulenberg, y col., 1995).

3.6.a Cromatografia de gases(CQ)

La cromatografia de gases ha sido la técnica analitica mas utilizada para el anlisis de
residuos de plaguicidas debido a su alta sensibilidad y selectividad en la separacion de
sustancias estables a elevadas temperaturas (Brauch, 1993).

Los primeros irabajos se realizaron en pequefias columnas de vidrio (2 m o menos) de
vidrio, rellenas de materiales de distinta polaridad (Lebel y col., 1979; Ambrus, 1981; Luke
y Doose, 1983; Mallet y Mallet, 1989).
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La introduccién de las columnas capilares supuso una importante mejora en cuanto a
sensibilidad, resolucién y tiempo de andlisis (Zenon-Roland y col., 1984). El principal
problema del uso de este tipo de columnas radica en la introduccién de la muestra de
forma que no se sobrecargara la columna y que no se produjera un ensanchamiento de
los picos. Para ello se desarrollaron tres formas de inyeccién: con division de flujo (split),
sin division de flujo (splitless) y en columna (on-column), las cuales han necesitado un
importante y prolongado estudio hasta llegar a las técnicas utilizadas hoy en dia (Grob,
1986 y 1987).

El desarrolio de detectores ha sido paralelo al de las columnas cromatograficas. Los mas
utilizados en el andlisis de plaguicidas en muestras ambientales son los detectores
selectivos, como el de nitrégeno-fésforo (AFID 6 NPD), captura electrénica (CE) o el
fotométrico de llama (FPD ), debido a que proporcionan bajos limites de deteccion y una
alta selectividad (Barcel6, 1991).

El detector de CE ha sido utilizado para el andlisis de plaguicidas clorados (Lopez-Avila, y
col., 1990; Tomkins y col., 1992; Hernandez y col., 1993; Miliachiz, 1994; de la Colina y
col., 1995; Weichbrodt y col., 2000) o que contengan algin grupo halogenado en su
molecula, como es el caso de algunos plaguicidas OPs (Neicheva y col., 1988; Elhag y
col., 1989; Lartiges y Garriges, 1995).

Kolb y Bischoff (1974), desarrollaron el detector de NPD en 1974, y desde entonces ha
sido ampliamente empleado en el andlisis de plaguicidas debido a su alta especificidad y
sensibilidad hacia el nitrégeno y el fésforo. Este detector es uno de los mas utilizados
para el analisis de plaguicidas OPs (Barba y col., 1987; Ahmid y col., 1989; Barcelé y col.,
1991; Borburgh y Hammers, 1992; Kwakman y col., 1992; de la Colina y col., 1993; Picé y
col., 1994; Eisert y Levsen, 1995; Dorea y col., 1996), aunque presenta ciertos problemas
en cuanto a funcionamiento y fiabilidad (Draper, 1995). También se utiliza para la
deteccion de plaguicidas nitrogenados, como es el caso de las triazinas y sus derivados
(Navarro y col., 2000).

El detector de FPD se ha usado ampliamente, porque da una respuesta muy especifica
para compuestos que contienen azufre o fésforo en su molécula. Se ha empleado en el
andlisis de plaguicidas o herbicidas en muestras medioambientales con matrices
complejas (Tipler, 1993).

Para la confirmacién de la identidad de los compuestos analizados, son muy utilizados los
detectores de espectrometria de masas (EM), en sus distintos modos de operar: impacto
electronico (IE), ionizacién quimica positiva (IQP) (Durang y Barceld, 1991; Lartiges y
Garrigues, 1993b) o ionizacién quimica negativa (IQN) (Lacorte y col., 1993; Durand y
Barceld, 1991; Niessner y col., 1996; Agiiera y col., 2000; Ramos y col., 2000; Yokley y
Cheung, 2000). La desventaja que presenta esta forma de deteccién, es una menor
sensibilidad que los detectores mencionados anteriormente (Pellizari y col., 1981).

En los Ultimos afos se ha desarrollado una nueva metodologia para la espectrometria de
masas conocida como trampa de iones, que ha supuesto un importante aumento en la
sensibilidad sin tener que renunciar a la adquisicién de datos en todo el rango de masas y
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que algunos autores han seleccionado como método universal de deteccion (Lehotay y
Eller, 1995; Landrock y col., 1995; Tuinstra y col., 1995; Larsen, 2000).

La EM por IE es una de las técnicas mas utilizada (Stan y Heil, 1991; Lacorte y col., 1993;
Aglera, 1995; Tanabe y col., 2000), ya que proporciona informacién sobre la estructura
molecular del compuesto y permite confirmar su identidad por comparacion del espectro
obtenido experimentalmente con el de una libreria.

La IQN hace la técnica més selectiva para plaguicidas con grupos electronegativos, como
cloro y nitro, y presenta una elevada sensibilidad y selectividad para el analisis de
plaguicidas OCls, OPs y triazinas en muestras ambientales (Nielsen, 1985; Durand y
Barceld, 1991).

La CG-EM con IQP se ha aplicado en analisis de compuestos con elevada afinidad
protdnica, como es el caso de los plaguicidas OP (Lartiges y Garrigues, 1993) y triazinas
(Durand y Barceld, 1991). Esta técnica es muy sensible para este tipo de compuestos
(Stan y Kellner, 1989), pero suele ser menos selectiva que la IQN (Lacorte y col., 1993).

Las técnicas de ionizacion quimica presentan el inconveniente de que existen pocas
librerias de espectros de masas, y cada laboratorio debe crear la suya propia, debido a
que factores instrumentales como temperatura de la fuente, o presién del gas de reaccién
influyen de forma decisiva en los espectros obtenidos.

Aln siendo las mas utilizadas tanto la CG como la CL, presentan una serie de
inconvenientes como la excesiva duracién de los andlisis, en la inyeccién de los extractos
se reduce el rendimiento del procesamiento de la muestra, necesidad de limpiar la
muestra para reducir las interferencias por la matriz y el elevado costo y tamaro de los
instrumentos (Lehotay, 2001).

En CG la investigacion en la reduccién del tiempo de andlisis ha dado lugar a la
denominada CG-EM de Alta Velocidad (van Es, 1992; Matisova y Simekova, 2001)
existiendo al menos 4 nuevos métodos en la actualidad basados en esta técnica
(Lehotay, 2001):

El uso de columnas microperforadas con tiempo-de-vuelo (TOF) EM.
- Uso de programas de temperatura de columnas rapidas (flah- CG-EM).

- Uso de (LP)-CG-EM de baja presion para ayudar a las separaciones en el caudal
creciente. Esta técnica utiliza una columna mega-perforada relativamente corta
(10 m) como columna analitica.

- Uso del rayo molecular supersénico (SMB)-EM, que puede aceptar caudales
mayores y columnas mds cortas. Esto se consigue con una microperforacién entre
la salida del CG y el EM. De estas cuatro nuevas técnicas (SMB)-EM es el Unico
que no se ha comercializado en la actualidad.

Hoy en dia, se estan realizando otras investigaciones encaminadas a agilizar el proceso
de andlisis, como por ejemplo la introduccién de grandes volimenes de muestra (Grob y
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Frohlich, 1993; Beltran y col., 1997a y b), o de inyectores a temperatura programada
(PTV) (Vincze y Yinon, 1996). La forma de andlisis conlleva la utilizacién de un sistema
cromatogréafico que minimice el efecto de la matriz, para lo cual se emplean unos filiros
en el inyector como el denominado “Carbofrit” (Mocholi, 2001). Sin embargo una de las
desventajas de estos métodos es la existencia de contaminaciones y que el coste del
instrumental necesario es elevado (Lehotay, 2001).

Frente a estos nuevos métodos mas costosos que los tradicionales, se estan
desarrollando otros como el de introduccion directa de la muestra o DSI (Jing y Amirav,
1997, Lehotay, 2000 y 2001).

4 Movimiento de Plaguicidas en el suelo

La presencia de plaguicidas en los suelos agricolas tiene tres formas de entrada
fundamentalmente. Una es la aplicacion directa sobre las partes aéreas de las plantas
para combatir plagas, en estos casos aproximadamente un 50 % del producto se
deposita directamente en el suelo y parte del aplicado sobre la planta es arrastrado hacia
el suelo por accion del viento o de la lluvia. Otra es la aplicacién directa sobre el suelo,
como es el caso de nematicidas y herbicidas. Por ultimo en menor proporcion, pueden
proceder de restos de vegetales que quedan en el suelo al recolectar el cultivo, y del
arrastre de restos de agroquimicos que se encuentren suspendidos en la atmésfera.

-Conc. Plaguicida
APLICACION Volatilizacion ¢ -T, humedad, Pv, m.o.
g A -Vegetacion
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Figura i-10: Procesos que afectan al transporte de plaguicidas en el
suelo
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Generalmente los caminos de entrada de un plaguicida en el suelo suelen ser fisuras
naturales o grietas, como consecuencia de procesos pedogénicos, o causados por la
accion de la vegetacion y fauna presentes (lombrices, insectos o raices de plantas). Las
actuaciones del hombre sobre el terreno (pozos y otras estructuras similares) también
pueden conducir a la entrada de los plaguicidas y otros contaminantes en el suelo.

El plaguicida una vez depositado en el suelo, entra en un ecosistema dindmico en el que
se degrada “in situ”, o se mueve desde su situacién inicial a otros sistemas. El
movimiento de los plaguicidas en el suelo puede realizarse mediante procesos de
lixiviacion, difusién, volatilizacién, erosién, absorcién por la planta y asimilacién por
microorganismos .... etc. (Figura I-10).

Entre los factores que afectan la movilidad de los plaguicidas se encuentran:
= Las caracteristicas delyplaguicida.
= Las caracteristicas del suelo.
= Fendmenos de adsorcion.
= Mecanismos de degradacion.

= QOtros factores (vegetacion, climatologia, hidrogeologia, modo de aplicacion, etc.).

4.1 Caracteristicas del plaguicida

Para evaluar el potencial de un plaguicida para moverse en superficie o hacia las aguas
subterraneas es necesario determinar una serie de parametros caracteristicos de cada
plaguicida, como solubilidad, volatilidad, persistencia ... etc. (Tabla I-7).

SOLUBILIDAD

La tendencia de un producto quimico para disolverse en agua se expresa mediante su
solubilidad.

Aquellos plaguicidas cuya solubilidad en agua se encuentra por debajo de 30 mg L™ son
considerados como poco mdviles. Por el contrario, valores superiores a 30 mg L™ poseen
un riesgo potencial de alcanzar las aguas subterraneas, a no ser que su velocidad de
degradacidn y coeficientes de adsorcidn al suelo sean altos.

Si se aplica un plaguicida poco soluble al suelo, pero al mismo tiempo se adsorbe poco,
existird un riesgo potencial de contaminacién por fenémenos de escorrentia (runoff) o
erosion superficial. Por tanto, se ha de relacionar la solubilidad del plaguicida con los
fenémenos de adsorcién y el tipo de suelo sobre el que se aplica para determinar la
importancia de su movimiento en el suelo.
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VOLATILIDAD

Es el potencial que tiene un plaguicida para volatilizarse, es decir transformarse en gas.
Estd muy relacionada con la solubilidad, ya que compuestos muy solubles en agua
pueden permanecer en el suelo aunque su presion vapor sea alta. Es por esta razén por
la llamada constante de Henry (H.) dividiendo la presion de vapor por la solubilidad del
producto.

Un valor alto de esta constante indica una tendencia del plaguicida a volatilizarse y
perderse en la atmoésfera, pero depende de factores como concentracién, contenido en
agua, poder de adsorcion del suelo, velocidad de difusion, temperatura y velocidad del
aire.

En general las pérdidas son mayores en suelos himedos que en suelos secos, cuando
las temperaturas son elevadas y cuando el plaguicida no se encuentra fuertemente
adsorbido. También depende de la concentracién del plaguicida en el suelo y del
contenido en m.o. del mismo, siendo mayor cuanto méas alto sea el valor de ambos
factores. La existencia de vegetacién es un factor determinante, ya que su presencia
disminuye este fenémeno.

Para la mayoria de los plaguicidas las pérdidas por volatilizacién son insignificantes en
comparacién con las debidas al movimiento del plaguicida a través del suelo
(percolacién) o las pérdidas superficiales. El principal camino de pérdida atmosférica de
un plaguicida es a través de “drift” o dispersion bajo condiciones de viento. Este efecto es
especialmente importante cuando la aplicacién se lleva a cabo con formulaciones tipo
bajo 6 ultrabajo volumen (UBV), ya que dado su pequefio tamafio son facilmente
dispersables por el viento a grandes distancias.

Burhard y col. (1981) estudian el grado de volatilizacién de metidation, encontrando que a
las concentraciones ensayadas (35 °C, 12% humedad) este insecticida se puede
considerar como no volatil.

La volatilizacién es en ocasiones uno de los principales mecanismos de eliminacién de un
contaminante organico del suelo (Wilson y col., 1999). Samuel y col. (1990) demuestran
que la degradacién de hexaclorociclohexano es mayor en los paises tropicales, debido a
la pérdidas que sufre este compuesto por volatilizacion dadas las elevadas temperaturas
existentes en estas zonas.

PERSISTENCIA

La persistencia de un compuesto se puede definir como el tiempo de residencia de una
especie quimica en un determinado compartimento del medio (Greenhalgh; 1980).

Una forma clasica de estimar la persistencia de un contaminante en el medio ha sido a
traves del tiempo de vida media (t,). Se define como el tiempo que se requiere para que
su concentracion se reduzca a la mitad. Depende de muchos factores, como la estructura
quimica del compuesto, temperatura, caracteristicas del suelo y cantidad de luz solar (en
el caso de que sufra degradacion de tipo fotoquimica).
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Las propiedades del suelo afectan la degradacién del plaguicida de muchas formas. En
general cuanto mayor sea el contenido en m.o. y la capacidad para retener la humedad
de un suelo, mayor serd la degradacién del plaguicida en ese suelo. Por esta razon las
capas superficiales del suelo son quimica y biolégicamente mas reactivas, y una vez que
el plaguicida ha traspasado la zona radicular, la velocidad de degradacién es més lenta
debido a la disminucion de la actividad microbiolégica.

Un tiempo de vida media largo indica que el plaguicida persistira en el medio y constituira
un riesgo potencial de contaminacion de las aguas superficiales o subterraneas.

En general los més persistentes son los plaguicidas organociorados (OCls), y entre ellos
los fenilbencenos altamente sustituidos. Los plaguicidas OPs suelen ser menos
persistentes que los OCls.

Tabla I-7: Criterios de percolacion en un plaguicida (de la Colina, 1996).

Propiedad Criterio de percolaciéon
Solubilidad en agua > 30 ppm
Adsorcion en suelo: Ky <5
Adsorcion en suelo: K, < 300-500
Constante de Henry: H, <10°* Pam™® mol™
21 Hidrdlisis > 25 semanas
ty2: Fotolisis > 1 semana
t12: Metabolismo aerdbico en el suelo > 2-3 semanas
1o : Estudio de campo > 2-3 semanas
Profundidad de percolacién en estudios de campo > 75-90 cm

4.2 Caracteristicas del suelo

El suelo se puede considerar como un sistema abierto, dinamico, constituido por tres
fases: sodlida, liquida y gaseosa. La fase sélida estd formada por componentes
inorganicos y organicos, que dejan un espacio de huecos (poros, galerias, grietas y otros)
en el que se hallan las fases liquida y gaseosa.

El volumen de huecos esta ocupado parcialmente por agua, como componente principal
de la fase liquida, que puede llevar iones y sustancias en solucién o en suspension; por
aire, que constituye la fase gaseosa o la denominada atmdsfera del suelo y por las raices
y organismos que viven en el suelo. De estas tres fases, la sélida es la méas importante en
los procesos de adsorcidn, y dentro de ella las fracciones coloidales: arcillas y m.o., y los
6xidos e hidroxidos de hierro. Los elementos organicos constituyen la fraccién minoritaria
del suelo, y los minerales la fraccion mayoritaria.

Los elementos organicos, estan formados por una fraccién con estructura organizada y
por otra fraccion en estado muy fino, coloidal y sin estructura clara.
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Los elementos minerales se dividen en no alterados o fraccién gruesa, y alterados o
fraccién fina del suelo. La fraccién fina del suelo corresponde a las particulas cuyo
tamafo es inferior a 2 um,y esta formada por una mezcla heterogénea de distintos
minerales, entre ellos las arcillas. En la fraccion fina, que confiere las propiedades
fisicoquimicas al suelo, es en donde se producen los intercambios de metales y es la
principal responsable de los fenémenos de adsorcion.

El proceso de difusién es aquél por el que el plaguicida se traslada en el suelo debido a la
propia energia térmica del compuesto. Hace que el plaguicida pase de zonas de alta
concentracién a zonas de menor concentracion, siendo la movilidad de un plaguicida
debida a este proceso muy pequefa. Los procesos de difusion tienen lugar en las fases
gaseosa y liquida del suelo y los factores que intervienen en este proceso son,
temperatura, solubilidad, presién de vapor y grado de adsorcion del plaguicida, contenido
de agua y porosidad del suelo. De todos estos factores los mas influyentes son
adsorcién, temperatura y contenido de humedad del suelo. Cuando la adsorcién es alta, y
la humedad y temperatura son bajas, el proceso de difusion es menor (Beck y col., 1996).

TEXTURA DE LOS SUELOS

Las diferentes fracciones del suelo son separadas por métodos granulométricos. En la
Tabla 1-8 aparecen las caracteristicas granulométricas de cada una de las fracciones.

Tabla I-8: Fracciones granulométricas existentes en un suelo (Porta y col., 1994).

Fraccion Tamaiio
Gravas >2mm
Arenas 0,2 mm - 50 pm

Limos 50 -2 um
Arcillas <2um

El tipo de suelo es el principal factor que determina la cantidad de agua que percola.
Suelos con alto contenido en arena y gravas (texturas gruesas) presentan una alta
capacidad de infiltracion, y el agua se infiltra antes que se produzcan fenémenos de
escorrentia superficial. Por tanto, suelos con texturas gruesas presentan un alto potencial
de infiltracion para los plaguicidas hacia las aguas subterraneas, y un potencial bajo de
pérdida superficial.

Los suelos con texturas finas, como los arcillosos y franco arcillosos, tienen bajas
capacidades de infiltracién, y en ellos se pueden producir fendmenos de escorrentia
superficial. Sin embargo, este tipo de suelos también pueden tener poros grandes
(formados bien por encogimiento cuando se secan, por lombrices o por las raices de las
plantas), a través de los cuales se pueden introducir los plaguicidas (Weber y Whitacre,
1982; White y col., 1986; Basham y col., 1987).



INTRODUCCION 47

ARCILLAS

Las arcillas constituyen unas de las fracciones mas finas del suelo, y juegan un papel
muy importante en los fenémenos de adsorcion (Wolfe y col., 1990). Después de haber
experimentado una serie de procesos que reducen su didmetro a menos de 2 micras, dan
lugar a un material muy complejo integrado en su mayor parte por tetraedros de silice,
silicatos de aluminio hidratados, y en menor proporcion dxidos de hierro y aluminio y
residuos muy finos de cuarzo y caliza.

Una de las principales caracteristicas de las arcillas es su estructura laminar, que les
confiere una gran superficie especifica, y su carga negativa, que hace que atraigan iones
positivamente cargados. Al mismo tiempo que estas particulas arcillosas se acoplan en
superficie, se unen moléculas de agua que son aportadas por los cationes adsorbidos en
las interlaminas, ya que en muchos casos estan hidratados. Los cationes adsorbidos son
facimente desplazables por intercambio cati6nico, siendo éste uno de los fenémenos
méas importantes que se producen en el suelo y por el cual los plaguicidas se incorporan
al mismo. La capacidad de cambio dependera del tipo de catién que se vaya a incorporar
y del tipo de arcilla (Tabla 1-9).

Para las arcillas, segin que la molécula adsorbida sea eléctricamente neutra o no, se
puede decir que existen dos tipos de mecanismos de unién:

- Adsorcién de moléculas con carga (o susceptibles de protonarse en el medio),
que se realiza mediante cambio i6nico, dependiendo de la cantidad de plaguicida
adsorbido, del pH de la suspension y del pk, del plaguicida.

- Adsorcion de moléculas neutras, que se produce por interacciones entre dipolos y
uniones por puentes de hidrégeno; este fendmeno se produce cuando los
cationes minerales fijados a la arcilla estan hidratados.

Tabla I-9: Principales caracteristicas de las tres familias méas importantes de arcillas

Contenido en Propiedades : . Capacidad de
Silice Coloidales Hinchamiento Cambio
Caolinita Pobre Pocas Alto Pequena
Montmorillonita Rica Alta Intermedio Alta
ilita Rica Intermedia Variable Intermedia
MATERIA ORGANICA (m.0.)

La materia organica del suelo desempeiia al igual que la arcilla, un importante papel en la
adsorcion y degradacion de los plaguicidas (Ahmad y col., 2001), y su contenido en el
perfil del suelo disminuye conforme no alejamos de la superficie (Shapir y Mandelbaum,
1997). Procede de la acumulacién y degradacién de restos y residuos de plantas y
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animales, y es un concepto amplio en el que se incluyen varios componentes, que se
pueden resumir en la Figura |-11.

Se entiende por humus del suelo la totalidad de materias orgénicas que, por ser
dificilmente degradables, se han acumulado en él después de un conjunto de
descomposiciones y transformaciones quimicas y bioquimicas. No constituye una
sustancia de composicion exactamente definida, ni tampoco se considera una agrupacién
de compuestos en porcentajes determinados. Es un material muy heterogéneo,
constituido por un conjunto de sustancias altamente polimerizadas, de alto peso
molecular, amorfas y con propiedades coloidales e hidréfobas. Presenta una gran
capacidad de adsorcion y, al igual que las arcillas, tiene un elevado nimero de cargas
negativas que proceden de la disociacion de los grupos carboxilicos, fenélicos y endlicos,
y también otros de caracter &cido.

Las sustancias himicas proceden de la degradacion quimica y bioldgica de residuos y
restos de plantas y animales, y de actividades de sintesis realizadas por los
microorganismos del suelo. A su vez se diferencian dos grupos, sustancias no himicas
(azlcares, aminoacidos, etc.) que puede sufrir procesos de mineralizacion por la
actividad microbiana y transformarse en CO,y sustancias hiimicas propiamente dichas.

%

Biomasa vegetal y animal
Materia Orgéanica no
humificada . . .
Biomasa microbiana
7 Azicares y aminoacidos
Sustancias no
. . himicas . L .
Materia Organica Polisacaridos y proteinas
Humus < oo .
Acidos filvicos
Sustancias p .
hiimicas Acidos hiimicos

Humina

.

\

Figura I-11: Componentes de la materia organica.

Las sustancias himicas presentan un niicleo principal de caracter aromatico unido en su
periferia a grupos radicales que confieren al conjunto sus caracteristicas quimicas y
fisico-quimicas (Figuras I-12 y 1-13). Intervienen en las reacciones de intercambio
cationico, presentando una elevada capacidad de intercambio catiénico (CIC). La CIC de
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la materia organica presenta valores entre 150 y 300 cmol (+) Kg"' m.o. seca. Ademas las
sustancias humicas pueden formar complejos, ya sea directamente o a través de iones
metdlicos, desempefiando un importante papel tanto en el estado de agregacion de las

particulas de arcilla del suelo, como en la persistencia y degradacién de plaguicidas en el
suelo (Porta y col., 1994).

SHOSRGOORw

Benceno Naftaleno Antraceno Furano
| ] | N | N
'fl !?l N/ N/
H H
Pirrol Indot Piridina Quinolina

Figura I-12: Sustancias que pueden actuar como ndcleo de
las sustancias hiimicas. Porta y col. (1994).

La cantidad total de materia organica de un suelo determina el potencial de adsorcién de
un plaguicida, y éste aumenta con el contenido en materia organica, especialmente en el
caso de plaguicidas hidréfobos. Pero el grado de adsorciéon de un plaguicida al suelo
también dependera de la naturaleza de la materia orgénica, ya que la aplicaciéon de m.o.
disuelta puede no aumentar la retencion de los plaguicidas (Sanchez-Camazano vy col.,
1996; Iglesias-Jiménez y col., 1997; Celis y col., 1998a, Cox y col., 2000). Béez y col.
(2001) encuentran una relacion directa entre el contenido en materia organica de suelos
enmendados con materia organica y la adsorcion de metabentiazuron en suelo. Ademas,
la degradacién se producird fundamentalmente en las capas superficiales, ya que son las
que tienen un mayor contenido en m.o. (Shapir y Mandelbaum, 1997) y en
microorganismos (Adams y Thurman, 1991; Fomsgaard, 1995; Kordel y col., 1995; Veeh
y col., 1996).

—COOH  —SH —OH  —NH,

Carboxilico  Sulfhidrico  Alcohdlico  Amino

N

| /

H OH
Imidazol Carbonilo Fendlico

Figura I-13: Principales grupos radicales externos, Poria y
col. (1994).
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Los suelos que presentan un alto contenido en materia organica tienen un bajo potencial
de infiltracién y de pérdidas superficiales. Ademas, la materia organica es una fuente de
energia para los microorganismos, que son los principales responsables de la
degradacion de los plaguicidas.

OTROS

Ademas de la textura, contenido en materia organica y composicién mineraldgica del
suelo, hay otros factores importantes como el pH del suelo.

La importancia del pH dependera de la naturaleza de los compuestos y del tipo de
enlaces involucrados en la adsorcion.

4.3 Fenémenos de adsorcion

La adsorcion es la asociacion de materia (dtomos, moléculas o iones) a las superficies de
los soélidos (interfase sdlido-liquido) (Porta y col., 1994).

Los plaguicidas pueden asociarse con la materia organica por medio de interacciones
temporales, tales como puentes de hidrogeno, fuerzas de van der Waals, enlaces
hidréfobos, intercambio catidnico, transferencia de carga o intercambio de ligando. Ahora
bien, su persistencia en el suelo a largo plazo se debe a enlaces covalentes entre el
plaguicida y los acidos himicos (Tate, 1987).

La fitotoxicidad de muchos herbicidas esta inversamente relacionada con el contenido en
m.o. del suelo, y varia con la naturaleza de ésta. Por esta razén es necesario aumentar la
dosis de plaguicida en aquellos suelos con horizontes superficiales més ricos en m.o., ya
que el agroquimico pierde actividad (Vaugham y Malcon, 1985).

La materia organica del suelo, y en menor extension las particulas de arcilla, pueden
unirse a los plaguicidas. Aquéllos que son fuertemente adsorbidos, no se mueven en el
perfil del suelo con el agua que percola, sin embargo, pueden ser transportados por
erosién superficial, o por fendmenos de escorrentia y a veces también pueden
desorberse de las particulas a las que se encuentran unidos y convertirse en
contaminantes de las aguas superficiales.

La tendencia de un plaguicida a ser adsorbido por el suelo se expresa por su coeficiente
de adsorcién K, que se calcula con la expresion:

Koc = (conc. adsorbida/conc disuelta) / carbono organico del suelo x 100

Valores altos de K.. (>500), indican que el plaguicida tiende a adsorberse a las particulas
del suelo, més que a permanecer en solucién en el suelo. Coeficientes de adsorcidn
menores de 500 indican un potencial considerable de percolacién del plaguicida
(Tabla 1-7).

De los distintos componentes inorganicos del suelo, las esmectitas son las que presentan
un mayor potencial para la adsorcion de los fitosanitarios, debido a su elevada superficie
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especifica. La adsorcion depende de las caracteristicas de las superficies de las arcillas y
del pH del medio (Laird y col., 1992). Las especies protonadas de plaguicidas y las
neutras son adsorbidas por formacién de complejos interlaminares (Sanchez Camazano y
Sanchez Martin, 1983).

4.4 Degradacion de los plaguicidas en el suelo

Los factores citados en los apartados anteriores, determinan la disponibilidad, rapidez de
degradacion e inactivacion del plaguicida, es decir su transformacion en otros productos,

por lo que la degradacion puede ser otro factor que influye en la movilidad de los residuos
de plaguicidas en el medio.

La mayoria de los plaguicidas son compuestos organicos, que se transforman cuando se
encuentran en el suelo o en medio acuoso, bajo condiciones ambientales normales. La
degradacion se produce mediante varios procesos:

- Degradaciéon microbioldgica: suelos y plantas mantienen poblaciones de
microorganismos que consiguen energia por la degradacién de compuestos
organicos como los plaguicidas. Se distinguen dos procesos importantes:

° Mineralizacion, en la cual el compuesto se transforma completamente en
diéxido de carbono (COy).

d Cometabolizacion, o proceso de transformacion en otros compuestos
quimicos.

- Reacciones fotoquimicas o descomposicion por exposicién a la luz del sol.
Estas reacciones se denominan de fotolisis.

- Reacciones quimicas: los plaguicidas pueden reaccionar con el aire, agua y
otros productos quimicos, en el suelo y las plantas a través de reacciones de
oxidacion, reduccion e hidrolisis.

Los compuestos que se generan suelen ser menos peligrosos que el producto inicial,
como didxido de carbono, pero también en algunos casos dan lugar a metabolitos mas
toxicos que el producto de partida.

Normalmente la degradacién sigue una cinética de primer orden, la cual presenta una

primera fase que puede llamarse de disipacion y una segunda mas lenta denominada de
persistencia.

En estos procesos influyen tanto las caracteristicas del plaguicida, como las del suelo, las
condiciones de aplicacion y condiciones climatoldgicas e hidroldgicas.

4.4.a Degradacion microbioldgica

Los microorganismos del suelo son capaces de degradar una amplia variedad de
compuestos, desde los mas simples como polisacaridos, aminoacidos, proteinas, lipidos,
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etc., a los mas complejos como residuos de plantas, aceites o ceras. La mayoria de los
plaguicidas son degradados rapidamente en el medio sobre el que se aplican, incluso
bajo condiciones de aplicacién repetitivas. La degradacién microbiolégica es una de las
principales formas de degradacion de los plaguicidas en el suelo (Bourne, 1978;
Alexander, 1994; Robertson y Alexander, 1994; Gisi y col., 1997; Cullingtong y Walker,
1999; Crecchio y col., 2001), e incluso puede convertirse en un problema, ya que la
adicion de plaguicidas al suelo puede estimular la microflora de forma que cada vez sean
necesarias dosis mayores de éste o incluso sea poco eficaz su efecto (Suett y col., 1996;
Bending y col., 2001).

Este tipo de degradacién dependera tanto de las caracteristicas del suelo como de las del
compuesto. En suelo y agua este tipo de transformacion se vera afectada por condiciones
climatologicas (temperatura, precipitacion, viento e iluminacién) (Dakhel y col., 2001), las
caracteristicas del suelo (m.o., pH, superficies minerales, nutrientes) (Malkomes, 1992;
Wardle, 1992; Beulke y Malkomes, 1993 y2001) y la biota (flora y fauna; macro- y micro-)
(Hill, 1978; Wardle, 1992). Entre las caracteristicas del plaguicida cabe destacar su
estructura quimica, y los componentes que intervienen en la formulacion (Hill, 1978).

Las principales reacciones que intervienen en la degradacién de este tipo de compuestos
son la B-oxidacién, desalquilacién oxidativa, oxidacion de tioéteres, descarboxilacion,
epoxidacion, hidroxilacién aromatica, rotura de anillos aromaticos heterociclicos y no
heterociclicos, hidrdlisis y reacciones de halogenacion.

CoA
o .t o o} o} 0
LT QTP P | 1 |
000 == —GC 4 H~cw-<|: —8-— oS — 'N?*
T by - | o Tioster Sulféxido o
Sulfona
p-Oxidacioén Oxidacion de tioéteres
CH; 0, /H
,Vcl;fN/ i‘;:,', ,A_.,éfN/\ + HCHO —fc’:fcoorx ------ > —C—H + CO,
| CH, | CH,
N-desalquilacién Descarboxilacién
Figura I-14: Algunas de las reacciones que intervienen en la degradacién microbiolégica de
los plaguicidas en suelo. (Hill, 1978).

En el caso de los insecticidas OPs, los principales procesos de degradacién en suelos
son de tipo hidrolitico u oxidativo. Las reacciones de tipo hidrolitico son muy comunes en
el medio microbiolégico, ya que muchos organismos excretan enzimas hidroliticas
(exoenzimas) fuera de las células que son las responsables de estos procesos
degradativos (Matsumura y Benezet, 1978).

Gonzélez y col. (1992), estudian la incidencia de metidation en las poblaciones
microbiologicas de un suelo de la Vega de Granada, encontrando que éstas aumentan
cuando lo hace la concentracion de insecticida que se aplica al suelo.



T

INTRODUCCION - 53

4.4.b Fotodegradacion

La fotodegradacion es el proceso en el cual la luz ultravioleta (UV) o visible es capaz de

transformar a algunos compuestos, entre los que se encuentran los plaguicidas (Crosby,
1970).

Cuando la radiacién adsorbida por la molécula es la que origina la formacién de nuevas
especies se la denomina fotodegradacién directa. La fotolisis directa requiere que el
espectro de absorcién de la molécula coincida con el espectro de la radiacion solar de la
zona ultravioleta visible (Wolfe y col., 1990).

Cuando la radiacién da lugar a la formacion de especies excitadas o radicales libres que
son los responsables de procesos de ruptura, se la denomina fotolisis indirecta. A los
compuestos que dan lugar a la formacidn de estas especies se les denomina
fotosensibilizadores (Walfe y col., 1990), y entre ellos se encuentran minerales de arcillas

(Katagi, 1990), las sustancias himicas (Gohre y Miller, 1983) y algunos metales de
transicién (Zepp, 1988).

La oxidacién es el principal proceso fotolitico en la superficie del suelo (Miller y Crosby,
1983; Gohre y Miller, 1986) aunque todavia se desconocen muchos aspectos de este
fenémeno (Wolfe y col., 1990; Romero y col., 1998). La mayoria de las sustancias
oxidantes que se forman en la troposfera han sido identificadas, y entre ellas se
encuentran el oxigeno singlete, el i6n superdxido, oxirradicales, ozono, perdxido de
hidrégeno y radicales aquilperéxido e hidroxilo (Mill, 1989). La totalidad de estos radicales
han sido detectados en aguas superficiales a muy bajas concentraciones, siendo el
oxigeno singlete y los oxirradicales los que juegan un papel mas importante en este tipo
de procesos en el agua (Mill y col., 1989).

Poco se conoce sobre la presencia de oxidantes en suelo, aunque se ha demostrado la
presencia de oxigeno singlete (Gohre y Miller, 1983; Gohre y col., 1986), y la de ozono

como el responsable de la degradacion de paration en suelos irradiados (Spencer y col.,
1980a y b).

La fotolisis en suelos dependera de la profundidad (Herbert y Miller, 1990), de la textura
del suelo, y del contenido en m.o. (Takahashi y col., 1985; Zepp, 1988; Romero y col.,
1998), de la humedad del suelo (Smith y col., 1978; Burkhard y Guth, 1979) y de la
temperatura (Liberti y col., 1978).

4.4.c Degradacién quimica

La degradacion quimica y microbioldgica estan intimamente relacionadas, y es muy dificil
establecer una separacion entre ambas a no ser que las condiciones de trabajo sean
tales que el medio se encuentre totalmente estérii y, por tanto, no existan
microorganismos.
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Los plaguicidas pueden sufrir un gran nimero de transformaciones de tipo quimico en el
suelo que dependen tanto de las caracteristicas fisicas y quimicas del plaguicida como de
las del suelo.

El grado de humedad del suelo tiene una gran importancia, ya que el agua desempefa
un papel muy importante en la mayoria de las reacciones, ya sea como medio de
reaccién, como reactivo o ambas formas al mismo tiempo.

Los procesos de oxidacion e hidrélisis son los mas frecuentes, y los que dan lugar a un
mayor ndmero de transformaciones. Otros procesos que también pueden ocurrir son
reacciones de reduccion, isomerizacion, deshalogenacion, desalquilacion, y reacciones
con radicales libres.

En todas estas reacciones pueden intervenir como catalizadores la superficie de las
arcillas, 6xidos metalicos, iones metdlicos y la superficie de las sustancias humicas, asi
como otros materiales organicos. Ademas pueden estar muy influenciadas por la cantidad
y tipo de microorganismos del suelo, del tipo Pseudomonas, Micoplasma, Agrobacterium,
Flavobacterium, etc., presentes normalmente en los suelos agricolas.

Entre los factores que pueden afectar a la degradacion quimica y microbioldgicas
tenemos:

1. Naturaleza del plaguicida.

- Los plaguicidas de tipo idnico se degradan mas facilmente que los no-ibnicos,
debido a que son mas solubles en agua y se adsorben mejor por la materia
organica. Dentro de los plaguicidas de tipo i6nico, los aniénicos son a su vez més
faciimente degradados que los catiénicos, ya que se adsorben mejor a las
particulas coloidales del suelo.

- Las porciones alifaticas de las moléculas organicas se degradan mas faciimente
que las aromaticas. Por otro lado, la posicion de los sustituyentes en los anillos
aromaticos es un factor que afecta a la degradacion de este tipo de compuestos.

- Las moléculas no-idnicas con halégenos activos se degradan facilmente mediante
un mecanismo nucledfilo-hidrolitico.

- Los compuestos con un estado de oxidacién alto sufren fundamentalmente
reacciones de reduccion en condiciones anaerobias, y no se degradan en
condiciones aerobias.

- Los compuestos con un alto estado de reduccién se degradan mejor bajo
condiciones oxidantes que bajo condiciones reductoras.

2. Factores climaticos. Los factores que mas influyen son la temperatura y la
humedad. Un incremento de la temperatura aumenta generalmente Ia
degradacion, ya que esto aumenta la actividad microbioldgica y la desorcion de
los compuestos adsorbidos. Niveles de humedad altos también potencian la
degradacion, porque incrementan la actividad microbiana y la adsorcion coloidal.
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3. pH. El efecto del pH dependerd de las caracteristicas del compuesto. Los
plaguicidas organosforados se degradan méas facilmente a valores de pH altos,
igual que en el caso de los ibnicos.

4. La materia organica. El papel que juega la materia organica dependera del
compuesto que se esté estudiando. Por un lado puede aumentar la adsorcién del
plaguicida y protegerlo de esta forma de la degradacién, pero por otro lado, si el
plaguicida esta débilmente adsorbido puede producir un aumento de la actividad
microbiolégica y favorecer la degradacién (Ref).

5. Presencia de arcillas y cationes metalicos, que pueden catalizar las reacciones de
degradacion, o por el contrario retardarla. En el caso de los plaguicidas iénicos la
presencia de aluminio retarda la degradacion, debido a que se favorece la
adsorcion del plaguicida (Ref.).

4.5 Otros factores

El modo de aplicacién de los plaguicidas al suelo es uno de los factores que mas influyen
en la percolacién del plaguicida en el suelo, sobre todo cuando se aplican de forma
directa sobre el suelo. Una frecuencia de aplicacion alta, unida a una alta irrigacién, son
dos hechos que pueden aumentar la lixiviacion hacia las aguas subterraneas (Ref.)

La presencia de vegetacion influye en la degradacién de los plaguicidas, al disminuir las
reacciones de fotolisis y las pérdidas por volatilizacién, ademéas de reducir la capacidad
de retencion de agua en el suelo, lo cual afecta a los procesos de adsorcién. La
adsorcion por las plantas se produce via radicular, y siempre que el grado de adsorcién a!
suelo no sea muy elevado puede limitar la movilidad de los plaguicidas.

El tipo de formacion geolégica que subyace bajo la superficie sobre la cual se aplican los
plaguicidas, afectard a su movimiento, y por tanto a la contaminacién de las aguas
subterraneas. Las formaciones rocosas impermeables al agua, previenen la recarga y
protegen al acuifero. Por otro lado, algunas formaciones que contienen fracturas, pueden
actuar como canales de contaminacion del acuifero y facilitan el movimiento del
plaguicida en el perfil del suelo (Flury y col., 1994). Si la capa fredtica se encuentra a
poca profundidad , existe un mayor riesgo de contaminacién que si se encuentra a una
distancia mayor de la superficie.

Por ultimo, el movimiento de un plaguicida en el perfil del suelo (lixiviacién) depende en
gran parte de factores climatoldgicos externos, como son el régimen de lluvias y vientos,
y la temperatura. La lluvia puede actuar eliminando el plaguicida del lugar donde fue
aplicado, si esta se produce de manera muy fuerte y justo después de su aplicacién. Las
temperaturas elevadas favorecen los procesos de volatilizacion, que disminuiran la
percolacién del plaguicida en el perfil del suelo. Pero también dependera de la mayor o
menor degradacion que sufra el compuesto, de sus posibilidades de adsorcion a los
coloides del suelo y de la solubilidad en agua del compuesto, asi como de las
caracteristicas del suelo.
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5 Medidas preventivas en la contaminacion por
plaguicidas: adicion de enmendantes

La tendencia actual en la prevencion de la contaminacion por plaguicidas, es la de crear
indicadores que evallen el riesgo de su utilizacién, y permitan a los usuarios tener
herramientas de decision sobre su uso (Reus, y col., 2000). La creacién de métodos para
evaluar el riesgo del empleo de agroquimicos es necesaria debido a su elevado consumo
a nivel mundial (2,1 millones de toneladas en 1995), y su continuo crecimiento (Levitan,
2000). Sin embargo, uno de los problemas que presenta el uso de estas herramientas es
que estan basadas en las caracteristicas de los paises del centro y norte de Europa, en
los que se dan unas condiciones muy diferentes a los paises mediterraneos como
Espafa (Ramos y col., 2000; Reus y Leendertse, 2000).

El propésito de estas herramientas es que los sectores implicados en la aplicacién de
plaguicidas, seleccionen aquellos productos que presentan un menor riesgo para la salud
humana y el medio (Mourato y col., 2000).

Hay numerosos trabajos sobre cdmo recuperar suelos contaminados con compuestos
organicos, incluyendo los plaguicidas. Fox (1996) hace una revision sobre los
tratamientos fisicos y quimicos que se pueden utilizar en suelos contaminados. Los
procedimientos de descontaminacién se dividen en técnicas in situ y ex situ. Entre las
técnicas in situ existentes se puede destacar la aplicacion de vapor como extractante, la
construccion de pozos a través de los cuales se extrae el contaminante o la aplicacion de
calor al suelo. Los procedimientos ex situ utilizan métodos de lavado, extraccién o
incineracién, entre otros. Todas estas técnicas presentan como desventaja su elevado
costo y dificultad de los procedimientos.

Tambien ha sido muy estudiada la adicién de bacterias y otros microorganismos para la
degradacion de plaguicidas en suelos y aguas (Hallas, y col., 1992; Gisi y col., 1997; Kék
y col., 2000; Bordjiba y col., 2001; Topp, 2001).

En cuanto a la prevencion de la contaminacion por plaguicidas de las aguas
subterraneas, las medidas se deben de encaminar hacia la proteccion de la salud publica
y del medio ambiente, minimizando el movimiento del plaguicida hacia las aguas
subterraneas y el mantenimiento derivado de las practicas agricolas (Honeycutt y col.,
1994). La mayoria de estas medidas se basan en programas de aplicacién correcta y
buen uso de los plaguicidas, y entre estas medidas podemos destacar:

- La aplicacién de las dosis adecuadas, respetando los plazos establecidos (de
Linan, 2000).

- Que el lavado del equipo de aplicacion se realice en zonas alejadas de pozos, y
donde no exista riesgo de contaminacién de éstos.

- Almacenamiento de los recipientes que contienen los productos fitosanitarios en
lugares controlados, lejos de pozos y otras zonas de riesgo.
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- Almacenamiento de recipientes vacios que hubieran contenido plaguicidas, hasta
su posterior depdsito en contenedores apropiados.

- No realizar la mezcla de los plaguicidas cerca de pozos.

- Inspeccién de pozos y otras zonas de riesgo, cerrando de forma apropiada los
que ya no se encuentren en uso para impedir que se conviertan en una forma de
entrada rapida de contaminantes hacia las aguas subterraneas.

- Programas educativos sobre manejo de plaguicidas.

Igualmente se esta potenciando la utilizacién de otros métodos que reduzcan el uso de
plaguicidas (control integrado de plagas, rotacion de cultivos, etc.).

En un estudio realizado por la Agencia Americana de Proteccién Ambiental se hizo el
seguimiento de pozos de agua potable en 50 estados durante 5 afios (U.S. Environmental
Protection Agency, 1990 y 1992). Se encontraron plaguicidas en el 10,4 %de los sistemas
de agua comunes, y en el 4,2 % de los pozos domésticos. Algunos estudios recientes
obtenidos en programas de seguimiento de la contaminacién de aguas subterraneas
(Chiron y col., 1995; de la Colina, 1996; Lacorte y Barceld, 1996) muestran la presencia
ocasional de residuos de plaguicidas en dichas aguas, y que la contaminaciones origina
por problemas puntuales debidos fundamentalmente a las caracteristicas geograficas de
la zona o a un mal uso y aplicacion de los plaguicidas Honeycutt, y col., 1994).

La necesidad de conservar la calidad de las aguas de bebida en areas de especial sequia
como puede ser el sudeste espafiol, ha hecho que en los Gltimos afios aumente la
investigacién dedicada a prevenir o remediar la contaminacién de los acuiferos de estas
zonas, de las cuales se abastece gran parte de la poblacién (West y Harwell, 1992).

La investigacién en la prevencion y remediacion de la contaminacién por plaguicidas, ha
sido un tema que ha tenido gran auge en los Ultimos afios (Wagner y col., 1994). La
materia organica exégena y los surfactantes (Sanchez-Camazano y col., 1995 y 2000;
Iglesias-Jimenez y col., 1996; Werkheiser y Anderson, 1996), han sido dos elementos
utilizados para aumentar la adsorcién al suelo y retardar la migracién de los compuestos
organicos hidréfobos. '

Los lodos de depuradora son producidos en grandes cantidades como resultado de la
legislacion europea, lo que hace que se generen grandes volimenes y se estén
buscando métodos para su reutilizacién. Tienen entre otras caracteristicas un elevado
contenido en m.o., lo que ha hecho que se utilicen como enmienda en suelos con bajo
contenido en m.o. (Rodriguez y col., 1996), como es el caso de la region mediterranea.

Los surfactantes son agentes tensioactivos, que forman parte de la mayoria de los
detergentes de uso doméstico. Una de las propiedades que presentan estas sustancias
es la de modificar el comportamiento adsortivo de diversas sustancias.
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5.1 Surfactantes

Los surfactantes son un grupo de compuestos quimicos que se han usado en los
detergentes de uso doméstico desde principio de la Primera Guerra Mundial, siendo a
partir de la Segunda Guerra Mundial cuando su uso desplaza al de los detergentes
tradicionales (Tabla I-10).

Tabla I-10: Consumo de detergente en USA (Alloway y col., 1993).

Ao Consumo de Jabén Consumo de detergentes
(x10° 1) (x10° 1)

1940 1410 4,5

1950 1340 655

1960 583 1645

1972 587 4448

1982 545 5090

La produccién anual de surfactantes ronda en la actualidad 15 millones de toneladas por
afio (Turner y Houstson, 1992; Steber y Berge, 1995). Dentro de las distintas clases
existentes los de tipo catidonico (usados como suavizantes), son la clase que méas ha
aumentando su uso (Bragadin y Dell'Antone, 1996). La cantidad de surfactantes
cationicos consumidos en EU ronda las 132.000 t por afio, 101.000 en Europa y 25.000
en Japén (Fell, 1991). En la actualidad, debido a la elevada cantidad de surfactantes
empleados y a la presencia de éstos en el medio, la Unién Europea ha desarrollado una
serie de normativas que regulan su utilizacién (Hennion y col., 1994).

Debido a su presencia en los productos de uso doméstico, una vez utilizados son vertidos
a las redes de saneamiento locales, teniendo como destino las Estaciones Depuradoras
de Aguas Residuales (EDAR), (Shcherbakova y col., 1999). Esto los convierte en un
componente mayoritario en lodos y aguas residuales municipales (Wild y col., 1990;
Garcia y col., 1999). Estas sustancias pueden moverse en el perfil del suelo, y han sido
detectadas en las aguas subterraneas tras haber transcurrido un largo periodo desde la
aplicacion de aguas residuales a las tierras de cultivo (Field y col., 1992). Sin embargo,
pocos son los trabajos que analizan la importancia de estas sustancias en el transporte
de plaguicidas hacia la zona saturada del suelo y las aguas subterraneas (Huggenberger
y col., 1973; Foy, 1999).
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Las entradas de surfactantes al medio tienen lugar por varias vias (Figura 1-15) : escapes
en la red de alcantarillado, fosas sépticas, aplicacion de lodos residuales a las tierras de
cultivo o por el uso de las aguas de depuradora como agua de irrigacién (de Wolf y col.,
1998). También son arrojados al medio en menor medida durante la aplicacion de

plaguicidas, ya que se usan como agentes emulsionables y mojantes en las
formulaciones.

Dentro de los surfactantes usados por la industria, los surfactantes anidénicos y no-iénicos
son de los méas empleados en el mundo, y entre ellos LAS (sodio lauril sulfato), por su
alta versatilidad, bajo costo y seguridad desde el punto de vista medioambiental. Debido
a esto, es uno de los compuestos organicos mas abundantes en aguas residuales
urbanas (Giger y col., 1988) y en lodos de depuradora (Wild y col., 1990). Existen varios
estudios de laboratorio que hablan de comportamiento de LAS en el medio (de Wolf y
col., 1998; Foy, 1998; Gonzalez-Mazo y col., 1996), y llegan a la conclusién de su bajo
riesgo medioambiental debido a que se degrada de forma aerébica.

-\-lndustria Agua
Medio -7
Usodoméstico | > Acuético

™~ Sedimentos

Efectos sobre el suelo

Exposicion humana
indirecta

Aplicacién
a suelos
agricolas

| Percolacién hacia el Ecosistema del subsuelo

acuifero

Ecosistemas del suelo
| Asimilacién por las

plantas
Organismos de las
——| Asimilacién por el aguas subterraneas
ganado

Figura I-15: Vias de entrada de un surfactante en el medio, y efectos que produce en el
medio (de Wolf y col., 1998).

La concentracién de LAS en los lodos es alta (del orden de g Kg™' de lodo seco), lo que
implica que cuando se aplican a una tierra de cultivo a la vez se afiaden cantidades
considerables de surfactante. Pero también la percolaciéon hacia las aguas subterraneas
es poco probable, y dado que este compuesto se degrada de forma aerobica, el riesgo
medioambiental es bajo (de Wolf y col., 1998).

Estos compuestos se introducen en la investigacion de plaguicidas en 1930, una vez
conocida su actividad en las superficies y en las interfases. En un principio, se utilizaron
para modificar las propiedades fisico-quimicas de las soluciones de herbicidas y
aumentar su efectividad (Foy, 1991). Posteriormente, considerando su efecto en las
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propiedades fisicas y quimicas del suelo (Bayer y Foy, 1982), se han utilizado para
modificar la movilidad, adsorcion y persistencia de los plaguicidas, y de esta forma
disminuir el potencial contaminante en suelo y aguas.

Se ha observado que la movilidad de diuron en el suelo aumenta en presencia de
surfactantes de cardcter no-iénico, debido a una disminucion de la adsorcién (Huggenber
y col., 1973). Por otro lado Brown y col. (1996), Sanchez-Camazano y col. (1995 y 2000)
e Iglesias-Jiménez y col. (1996) demuestran que la adicién de surfactantes de tipo
catiénico aumenta la adsorcién de contaminantes organicos. Arosntein y col. (1991)
encuentran que la adicién de surfactantes no i6nicos estimulan la degradacién de
compuestos organicos hidréfobos. Incluso, Hayworth y Burris (1997), demuestran que un
surfactante de tipo no i6nico puede desplazar a los contaminantes organicos hidrofobos
de una zona donde, a su vez, otro surfactante catiénico cred zonas adsorbentes.

Son pocos los investigadores que han estudiado el efecto de los surfactantes en la
regeneracion de suelos contaminados o para evitar el desplazamiento de los residuos de
plaguicidas hacia las aguas subterraneas in situ (Foy, 1992), sin embargo los estudios de
laboratorio son mucho mas numerosos (Di Toro y col., 1987; Edwars y col., 1994a y
1994b; Adeel y Luthy, 1995; Ou y col., 1996; Sahoo y col., 1998; Sanchez-Camazano y
col., 2000). También se han realizando estudios de laboratorio con los llamados
biosurfactantes. Las ventajas de éstos con respecto a los compuestos sintéticos es su
bajo impacto medioambiental (Noordman y col., 1998).

En el laboratorio, Parfitt y col. (1995) en experimentos de lixiviacién en columnas de suelo
contaminado con DDT, encuentran que la adicién de surfactantes al agua de lixiviacion
da lugar a la desorcion y solubilizacién de entre el 25-45 % de los residuos persistentes
en el suelo. Werkheiser y col. (1996) descubren que dependiendo del contenido en m.o.
del suelo, el surfactante de tipo no idnico Triton X-77 puede aumentar o disminuir la
adsorcion del herbicida pirimisulfuron.

De la informacién bibliografica, se desprende que la movilizacién/inmovilizacién de los
plaguicidas en el suelo depende de las caracteristicas del surfactante empleado, del
caracter hidréfobo o polar del plaguicida y del tipo de suelo o sedimento. También influye
la aplicacién del surfactante directamente en el suelo o en el agua de percolacién,
pudiendo modificar el comportamiento de los plaguicidas en funcién de la combinacién
plaguicida-surfactante-concentracién que se haga.
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5.1.a Caracteristicas y tipos de surfactantes

La palabra surfactante, es una contraccion de la frase: agente activo superficialmente.
Los surfactantes son activos superficialmente porque se concentran en las regiones
interfaciales, agua-aire, grasas-agua y sélido-liquido, por ejemplo.

SURFACTANTE TIPO ESTRUCTURA MOLECULAR

Sodio dodecilsulfato  Aniénico CHy(CH,),,080;" Na*
P Py

Triton X-100 No iénico CHr?CHTC@(mHZCHz)pH
CH, CH,

CH,

Bromuro de tetradecil  Catiénico /\/\/\/\/\/\/\f\‘F—CH Br-
trimetil amonio ‘ *

CH,
Acido B-N-alquilamino-  Anfétero RNHZCHZCHZCOO'
propanoico

Figura I-16: Ejemplo de cuatro tipos de surfactantes.

La actividad superficial de los surfactantes deriva de su estructura anfifilica (West y col.,
1992). Esto significa que en un sistema acuoso un surfactante tiene una parte polar o
hidréfila, y otra no polar o hidréfoba, denominadas cabeza y cola respectivamente.

Los surfactantes se clasifican de acuerdo con la naturaleza hidréfila de la molécula: si el
grupo de la cabeza contiene una carga negativa, se denominan anidnicos, si tiene carga
positiva, catidnicos, si presenta ambas (positiva y negativa) “zwitterionicos” o anféteros, y
si no tiene carga no ibnicos (Figura 1-16). Las diferencias quimicas debidas a la
naturaleza de las colas hidréfobas (ramificaciones, numero de carbonos, anillos
aromaticos, etc.) son por lo general menos pronunciadas que aquéllas debidas al caracter
hidréfilo del grupo de la cabeza.

Una de las propiedades mas interesantes de este tipo de sustancias, es su capacidad
para formar agregados moleculares en solucién acuosa cuando su concentracion supera
un valor determinado que se denomina concentracién micelar critica (cmc) ). Este valor
es caracteristico de cada surfactante, y se determina por diversas técnicas: medidas de la
tensién superficial, absorbancia, espectrofotométrica (DiVincenzo y col., 1998; Aronstein
y col., 1991). A los agregados que se forman cuando se supera la cmc se les denomina
micelas. Las micelas se pueden representar como una gota esférica (3-4 nm de
didametro), en la que los grupos polares se situarian hacia el exterior, y los grupos
hidréfobos estarian orientados hacia el centro del agregado (Figura I-17).
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Cuando la solucién que contiene los surfactantes se pone en contacto con una superficie
sdlida como es el suelo, se pueden formar otra serie de agregados debido a aparicién de
una nueva interfase soélido-liquido. A concentraciones muy bajas, los mondémeros de
surfactante adsorbidos, comienzan a agregarse y a formar estructuras parecidas a las
micelas y que se denominan hemimicelas o admicelas, segiin se forme una monocapa de
estas sustancias o una bicapa (Figura I-14).

o ~0 ©§
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(por debajo de la cmc) {por encima de la cmc)

Liquido HEMIMICELAS

3353
s 33335 35555 e
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PV

Solide

Figura 1-17: Ejemplos del proceso de micelizacibn de un
surfactante.

Las caracteristicas hidréfilas del grupo de cabeza, son las que determinan la formacion
de unas u otras. En los surfactantes de tipo catidnico pueden existir atracciones de tipo
ibnico entre los grupos de cabeza y la superficie del suelo, que esta cargada
negativamente en la mayoria de los casos, y completarse una bicapa de surfactante que
cubra en parte toda la superficie. Sin embargo cuando la interaccion es de tipo repulsivo,
como en el caso de los surfactantes de tipo anidnico, la adsorcién serd muy baja (West y
col., 1992).

El valor de la cmc en soluciones acuosas puede ser modificado por la presencia de sales
(Clementz y col., 1976), la temperatura(ref. Punto Kraf West y Harwell, 1992?) y en
presencia de suelo (Di Vincenzo y col. 1996).

5.1.b Modo de actuacion segtin el tipo de surfactante empleado

El modo de actuacién de los surfactantes sera distinto dependiendo de si se aplican a
una solucién acuosa o al suelo, del tipo de surfactante empleado, del tipo de suelo y de la
sustancia sobre la que se quiere actuar.

En todos los suelos se pueden distinguir tres fases distintas: una fase sélida, otra liquida
y una gaseosa. Las fases liquida y gaseosa se encuentran en los espacios existentes
entre los granulos del suelo, y en las particulas que lo componen. El que estos poros
estén rellenos de agua o gases depende del tamafio poro y de la cantidad de agua en el
suelo. Los surfactantes han sido usados en los uUltimos afios para incrementar o ayudar
en la infiltracion del agua pura, o mezclada con otras sustancias en el suelo y por su



INTRODUCCION 63

capacidad para reducir la tension interfacial en las interfases liquido-liquido y sélido-
liquido, como es el caso de los surfactantes no iénicos ( Bayer y col., 1982). Una de las
fracciones del suelo mas importantes que explican los procesos de adsorcién en el suelo
de estas sustancias, es la arcillosa debido a su pequefio tamafio y a su elevada superficie
especifica (Law y Kunze, 1966).

Existen, en la bibliografia consultada, numerosos trabajos sobre el comportamiento de los
de los plaguicidas y otros contaminantes de tipo orgénico en presencia de surfactantes en
distintos tipos de suelos (Huggenberger y col., 1973; Aronstein y col. 1991; Paya-Pérez y
col., 1996; DiVincenzo y col., 1996; Sanchez-Camazano y col., 1995; Iglesias y col.,
1996) y sobre fracciones minerales del suelo y otro tipo de materiales (Celis y col., 1998;
Shen, 2000).

En soluciones acuosas se han empleado para comprobar cémo se modifica la solubilidad
de distintos contaminantes organicos en presencia de estas sustancias, con el fin de
utilizarlos posteriormente en procedimientos de descontaminacion de aguas subterraneas
(Pennell y col., 1997; Thoren y col., 1997; Jafvert y col. 1994; Butler y col., 1998).

SURFACTANTES ANIONICOS

Los surfactantes ani6nicos son aquéllos en los que la parte hidréfoba de la molécula es
un anién en solucidn acuosa. No son adsorbidos fuertemente por el suelo, ya que al pH
de la suspensién las moléculas se encuentran disociadas y son repelidas por las cargas
negativas de las arcillas o de la m.o. del suelo, aunque en suelos pueden existir uniones
de estas particulas mediante fuerzas de van der Waals (Law y col., 1966; Acher y col.,
1977) y enlaces hidrofébos con la m.o. del suelo (Eckelhoff y Hirner, 1998; Abu-Zreig y
col., 2000). La existencia de estos enlaces hace que existan dos nuevas fases que son
capaces de adsorber a compuestos hidréfobos: monémeros adsorbidos al suelo y
micelas en solucion (Sanchez-Camazano y col., 2000).

Por esta razén los surfactantes anidnicos, dependiendo de su concentracién, se
encontraran adsorbidos al suelo o en la fase acuosa del suelo, y se moveran en el perfil
del suelo de la misma forma que lo hace el agua, pudiendo ser transportados a capas
profundas o permanecer en la superficie, como cualquier sal soluble.

En los estudios de adsorcion de los surfactantes anionicos al suelo para los alquibenzeno
sulfonatos se ha encontrado que existe una relacion negativa entre el grado de adsorcién
y el contenido en m.o. (Di Toro y col., 1987; Ou y col., 1996), y positiva cuando se
relaciona con el contenido de arcilla, limo u éxidos de hierro (Litz y col., 1987; Ou y col.,
1996).

El efecto que produce este tipo de surfactantes en las propiedades del suelo, es una
disminucién de la tension superficial en la fase liquida. Esta disminucién dependera d
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influenciada por la presencia de este tipo de sustancias, siempre y cuando su
concentracion sea baja.

Se han hecho ensayos de laboratorio sobre el uso de surfactantes anidnicos para
descontaminar suelos de sustancias de origen organico (Aronstein y col., 1991; Paya-
Pérez y col., 1996) debido a la propiedad que éstos manifiestan para solubilizar
compuestos organicos hidréfobos (Eckelhoff y Hirner, 1998; Deshpande y col., 1999) y
plaguicidas (Sanchez-Camazano y col., 2000).

SURFACTANTES NO IONICOS

Los surfactantes no i6nicos estan formados por una parte hidréfoba (que puede ser un
&cido graso, alcoholes, alquilfenoles, etc.) y otra hidréfila no ionizable, pero de naturaleza
polar (cadenas oxietilénicas de longitudes distintas) (Cserhati y col., 1996).

Una vez en el suelo, los surfactantes de tipo no iénico, se unen a las particulas de arcillas
y otras superficies minerales ricas en oxigeno mediante enlaces de tipo polar (puentes de
hidrégeno) y enlaces de tipo van der Waals (Pennell y col., 1993; Shen, 2000) y son
capaces de desplazar al agua adsorbida. Este tipo de surfactantes tienen la propiedad de
disminuir la tensién superficial del agua (Edwards y col., 1994a), propiedad que se
emplea para aumentar el grado de infiltracion en suelos hidréfobos. Otra de sus
caracteristicas es que se quedan retenidos en los espacios interlaminares de las arcillas
del suelo, y forman una doble capa cuando la cantidad de material es suficiente (Law y
Kunze, 1966). La estabilidad de los agregados del suelo mejora con la presencia de este
tipo de sustancias a concentraciones elevadas, pero no se afecta si la concentracién es
baja (Abu-Zreig y col., 2000).

A bajas concentraciones (por debajo de la cmc), los surfactantes no idnicos pueden ser
usados para aumentar la adsorcién de plaguicidas (Huggenberger y col., 1973; Edwards
y col., 1994b y 1994c), ya que a estas concentraciones los surfactantes todavia no
forman micelas, y pueden ser adsorbidos por el suelo e incrementar los puntos de
adsorcion disponibles. Cuando la concentracién aumenta por encima de la cmc, se
forman agregados que pueden retener al contaminante en su interior y ademas
adsorberse al suelo, con lo cual existe un rango de concentraciones por encima de la cmc
en las que puede aumentar la adsorcién. Pero cuando la concentracién sobrepasa la
cmc, la cantidad de micelas adsorbidas es mucho menor que la que existe en solucion,
de forma que pueden competir con las moléculas de contaminante adsorbidas y
desplazarlas, pasando a solucion donde son atrapadas por las micelas del surfactante
(Edwards y col., 1994b y 1994c; Adeel y Luthy, 1995).

Se ha propuesto el uso de surfactantes no idnicos, para eliminar la contaminacién por
contaminantes no acuosos liquidos (NAL) =NAPLs (nonaqueous phase liquid), en aguas
subterrdneas (West y col., 1992; Butler y col., 1998). Estos contaminantes quedan
atrapados en los poros del suelo y son mantenidos en ellos por capilaridad. Una vez alli
se disuelven poco a poco a lo largo del tiempo, siendo muy dificil su eliminacién mediante
métodos de bombeo y posterior extraccién. La misién de los surfactantes no idnicos en
estos casos, es la de fomentar la solubilidad de compuestos hidréfobos en el agua, para
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posteriormente ser extraidos de ella. Para ello la concentracién de surfactante siempre
debe ser mayor a la cmc, de forma que aumente la solubilidad en agua de estos
compuestos por la formacién de micelas que reducen la tensién superficial y aumentan la
solubilidad en agua de estos compuestos. En la bibliografia encontrada existen varios
ensayos de laboratorio sobre el uso de este tipo de sustancias para aumentar la

solubilidad de compuestos hidréfobos en agua (Pennell y col., 1993; Jafvert y col., 1994;
Pennel y col., 1997).

SURFACTANTES CATIONICOS

Las moléculas de los surfactantes catidnicos presentan carga positiva en soluciones
acuosas. Estos cationes son fuertemente adsorbidos por la particulas con carga negativa
del suelo (arcillas y m.o.), mediante mecanismos de intercambio iénico (Bayer y col,,
1982; Cross, 1994; Ginkel, 1995). Pero varios estudios también han demostrado la
existencia de formacion de complejos con las arcillas del suelo, mediante uniones de tipo

van der Waals (Law y Kunze, 1966; Zhang y col., 1993; Brown y col., 1996; Li y col.,
1997).

Surfactante catidnicos
Agua ("",-
Cationes inorganicos
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Figura 1-18: Representacion de los tipos de unién de los surfactantes
catiénicos al suelo (hemimicelas y admicelas), y de cémo se transforma
en una superficie hidréfoba el suelo sobre el que se adsorben.

Existen dos mecanismos diferentes por los cuales pueden ser adsorbidos los surfactantes
cationicos de una solucién acuosa al suelo: mediante la formacién de agregados
estructurales clasificados como hemimicelas o la formacion de admicelas. Si la
concentracion del surfactante catiénico es inferior a la capacidad de intercambio catidnico
(CIC) del suelo, se produce una reaccién de intercambio catiénico, y las moléculas del
surfactante desplazan a los cationes presentes en el suelo, dando lugar a la formacién de
hemimicelas (Figura 1-18). Los surfactantes una vez adsorbidos se orientan de forma que
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la parte hidréfoba de la molécula se encontrara en contacto con la solucién acuosa, y la
parte catidnica cerca de la superficie mineral (Brown y col., 1996).

Cuando fa concentracién supera o se aproxima a la CIC, los monémeros de surfactante
pueden ser adsorbidos por las colas hidréfobas de las hemimicelas, dando lugar a la
formacién de admicelas. La formaciéon de admicelas puede superar la CIC de un suelo,
pero siempre es una formacion irregular, que no cubrird por completo la monocapa de
hemimicelas. Estas uniones son débiles, y puede producirse una desorciéon y migracion
de las moléculas de surfactante unidas de esta forma, sobre todo si la concentracién del
surfactante supera la CIC del suelo (Brown y col., 1996).

Los surfactantes catidnicos son los que producen los mayores cambios en las
propiedades del suelo, ya que al neutralizar las cargas negativas que éste presenta
inducen un elevado caracter hidréfobo a los suelos tratados, hasta el punto que pueden
impermeabilizarlos. El grado de hidrofobicidad dependera de la dosis empleada, y de la
longitud de la cadena alquilica, y es el responsable de la retencion de los plaguicidas en
el suelo.

Al igual que los surfactantes de tipo no idnico, tienden a quedarse retenidos en los
espacios interlaminares de las arcillas del suelo, y a formar una doble capa cuando la
cantidad de material es suficiente (Law y Kunze, 1966).

Los estudios sobre el uso de surfactantes cationicos llegan a la conclusién de que se
pueden usar como una barrera que impida la percolacién de sustancias orgénicas
hidréfobas en el suelo, (Wagner y col., 1994; Brown y col., 1996).

En la Tabla I-11 se presenta un resumen de las formas de actuacion de los surfactantes.
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Tabla I-11: Modo de actuacion de los surfactantes en un sistema agua-suelo.

Tipo Ads. Unién  Fasedel Mov. Alteracion Actuacion Actuacion Toxic.
suelo suelo suelo* del suelo suelo aguas
Anibnico  Débil Van der Acuosa  Alta lTensién Mov.
Waals superf. COH
No-i6nico Fuerte P.deH, van Arcillosa Baja |Tension Mov./ Solub. de  Baja
der Waals superf. Inmov- NAPLS
Catibnico Fuerte I6nica, van Arcilasy Baja  {Caract. Inmov.
der Waals m.o. Hidrof. COH

Mov.: movilizacion; Inmov.:inmovilizacién; COH: compuestos organicos hidréfobos; NAPLS:
compuestos no acuosos en fase liquida.

*La movilidad en el suelo es la indicada, siempre y cuando la concentracion del surfactante sea
baja, ya que a concentraciones elevadas (muy por encima de la cmc o de la CIC en el caso de los

surfactantes catidnicos) y existiendo un flujo de agua importante, la movilidad es alta Wagner y
col., 1994).

5.1.c Toxicidad

Los surfactantes biodegradables se definen como aquélios que son retirados de

soluciones por organismos que llevan a cabo procesos enzimaticos de oxidacion y
sintesis (Directiva 82/242/CEE).

Para el estudio del impacto ambiental y toxicidad de los surfactantes, se han empleado
varios parametros como el coeficiente de particion octanol/agua (Ko), cme, o pardmetros
de tipo fisico-quimico y propiedades interfaciales de estas sustancias. El empleo de estos
ultimos se debe a la capacidad de algunos surfactantes para penetrar en los tejidos
externos de los organismos (Bragadin y Dell'Antone, 1996; Rosen y col., 2001).

Tanto los aspectos beneficiosos como los efectos tdxicos de los surfactantes estan
relacionados con la parte hidréfoba de la molécula de surfactante, y dependera del tipo
de surfactante que estemos considerando. Pueden causar irritaciones en los ojos y la
piel, y en algunos casos son contaminantes ambientales (Cserhati y col., 1996). También
se ha observado que aumentan la toxicidad de las sustancias contaminantes que pueda
contener el suelo (Foy, y col., 1972), entre ellas algunos plaguicidas. La toxicidad de un
surfactante en el suelo depende del potencial de adsorcién que tenga el suelo por el
surfactante, y de cdmo afecte a la microfiora presente en el suelo (Bayer y col., 1982).

El efecto de los surfactantes sobre los organismos del suelo depende de sus
caracteristicas y de la conceniracién que se emplee. Asi, se han encontrado en la
bibliografia consultada citas que hacen referencia a algunos de los surfactantes
empleados (Bayer y col., 1982):

- Los surfactantes de tipo cationico, son efectivos como germicidas o bactericidas,
debido a su fuerte atraccién por las cargas negativas en las superficies celulares
de las bacterias.
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- El surfactante de tipo no iénico Tween 80, aumenta la respiracion celular en el
suelo cuando se usa una dosis superior a 100 ppm. Ademas, se ha comprobado
que se degrada rapidamente por la microflora del suelo.

- La adicion de un surfactante ani6nico del tipo aquil-aril-sulfonato (Nacconol
NRSF), produce un incremento débil en la respiracion, incremento que disminuye
con aplicaciones sucesivas del producto hasta reducir de forma muy importante la
actividad microbioldgica.

En cuanto a la toxicidad en agua, existen varias referencias que hablan de la toxicidad de
estos compuestos en peces algas y bacterias (Swisher, 1986; Yamane y col., 1984;
Florence y col., 1984; Utsunomiya, 1997). El surfactante de tipo aniénico LAS es uno de
los mas estudiados, debido a su elevado uso en los productos de limpieza domésticos
(Lewis, 1991; Gonzélez-Mazo y col., 1996; de Wolf y col., 1998). Este surfactante se
considera seguro desde el punto de vista medioambiental, sin embargo los surfactantes
anionicos que contienen en su molécula nonilfenol etoxilatos se consideran téxicos y
recalcitrantes para la vida acuética (Lewis, 1991; Renner, 2000).

Garcia y col. (2001), estudian la toxicidad y degradacion de varios tipos de surfactantes
catiénicos (sales de amonio cuaternario), para el medio acuatico. Encuentran que la
toxicidad aumenta cuando se sustituye un grupo metilo por uno bencilo, y que un
aumento en la longitud de la cadena disminuye la degradacién del compuesto. Valores de
0,1-1 mg L™ son considerados toxicos para especies como Daphnia magna, y se sabe
que en el medio acuatico son utilizados como substrato por el placton (Garcia y col.,
2001). Lewis (1990), en un estudio de la toxicidad de los surfactantes para las algas,
también concluye que los surfactantes catidnicos son la clase mas téxica para este tipo
de organismos.

La aplicacion de lodos de depuradora al suelo da lugar a la incorporacién de pequefias
cantidades de surfactantes (0-3 mg kg™), pero en un ambiente aerébico la degradacion
de estos compuestos es mucho mas rapida (Scott y Jones, 2000). En suelo, los
surfactantes no i6nicos de cadenas alquilicas lineales, son muy poco téxicos y se
degradan por los microorganismos, sin embargo los que presentan ésteres alquilfendlicos
en su molécula son muy persistentes y poco adecuados para tareas de descontaminacion
de acuiferos (Kibbey y col., 1997; Pennel y col., 1997). Los surfactantes de tipo catiénicos
son los que presentan una mayor toxicidad (Arechabala y col., 1999; Shcherbakova y
col., 1999; Scott y Jones, 2000), y no existen muchos datos sobre la degradacion de este
tipo de compuestos y su comportamiento en el medio (Bragadin y Dell'‘Antone, 1996;
Scott y Jones, 2000; Rosen y col., 2001;).

Debido a su incorporacion a las redes de saneamiento urbano, se ha estudiado si los
procesos de tipo anaerdbico a los que se ven sometidos afectan a la degradacion de
estas sustancias. Garcia y col. (1999) estudian la degradacion de varios surfactantes
cationicos, bajo condiciones anaerdbicas en lodos de depuradora, encontrado que no
existe apenas degradacion. Los estudios de toxicidad en estos mismos procesos sobre
las comunidades microbiologicas existentes en estos procesos, revelan que a las

-
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concentraciones presentes en las aguas de las EDAR (1-10 mg g™ de lodo seco, Osburn,
1982; ECETOC, 1993; Gerike y col., 1994; Garcia y col., 1999), no presentan efectos

adversos en los procesos metagénicos (Shcherbakova y col., 1999; Garcia y col., 1999 y
2000).

5.1.d Normativas en materia de surfactantes

* Directiva 73/404/CEE del Consejo, de 22 de noviembre de 1973, referente a la
aproximacion de las legislaciones de los Estados Miembros en materia de
detergentes. La presente directiva prohibe del uso de detergentes con niveles de

biodegradabilidad menores al 90%, para surfactantes de tipo aniénicos, catiénicos, no
iénicos y anféteros.

* Directiva 82/242/CEE del Consejo, de 31 de marzo de 1982, referente a la
aproximacion de las legislaciones de los Estados Miembros relativas a los métodos de
control de la biodegradabilidad de los tensioactivos no iénicos y por la que se modifica
la Directiva 73/404/CEE. Hace referencia a los métodos de control de la
biodegradabilidad de los tensioactivos no idnicos presentes en los detergentes
definidos en el articulo 1 de la Directiva 73/404/CEE. Se establecen los métodos para
su determinacion, y el limite de biodegradabilidad para los detergentes en el 80%.

Medidas nacionales:

* Real Decreto nimero 2816/83 de 13/10/1983, de la Presidencia de Gobierno por
el que se aprueba la Reglamentacion Técnico-Sanitaria para elaboracién,
circulacién y comercio de detergentes, Boletin Oficial del Estado ndimero 270 de
11/11/1983.

 Directiva 86/94/CEE del Consejo de 10 de marzo de 1986 por la que se modifica
la Directiva 73/404/CEE referente a la aproximacion de las legislaciones de los
Estados Miembros en materia de detergentes.

* Orden de 05/09/1985, del Ministerio de Industria y Energia sobre determinacién
de la biodegradabilidad de agentes tensioactivos en la fabricacion de detergentes,
Boletin Oficial del Estado nimero 260 de 30/10/1985.

» Correccion de erratas de la Orden de 05/09/1985, del Ministerio de Industria y
Energia sobre determinacion de la biodegradabilidad de agentes tensioactivos en
la fabricacion de detergentes, Boletin Oficial del Estado nimero 311 de
28/12/1985

5.2 Lodos de depuradora

Desde que en 1980 se prohibié su vertido en los mares y océanos, y como consecuencia
de la legislacion, su produccién ha experimentado un continuo crecimiento. A nivel
mundial, la produccién de lodos es estable o aumenta ligeramente (Tabla I-12), excepto
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en los paises de Europa del Este donde la legislacion sobre lodos se estd poniendo en
marcha y crece de forma progresiva (Nath y col., 2000; Stuczynski y col., 2000).

De forma general, los lodos generados son quemados o depositados en vertederos. Sélo
una pequefia parte se emplea en agricultura, debido a sus propiedades como fertilizante
(Stuczynski y col., 2000), aunque su elevado contenido en metales pesados hace que
existan normativas sobre el contenido de éstos. La legislacién es distinta en cada pais,
siendo los EU el pais que presenta una normativa menos rigurosa en cuanto al contenido
de metales pesados.

La problematica de la adicién de lodos a suelos agricolas se encuentra dividida entre los
que opinan que su uso puede ser ilimitado siempre que las aplicaciones cumplan con la
normativa existente, y los que piensan que la adicién de metales pesados al medio no es
un problema ahora, pero puede convertirse en un problema a largo plazo (Berti y Jacobs,
1996; Renner, 2000).

Tabla I-12: Cantidades de lodos de depuradora generadas en los Estados Unidos y en distintos
paises europeos (Biosolid Generation, EPA, 1999).

% Utilizado

Aplicacion Depésito en

Pais Cantidad agricola vertederos Incineracién Otros
Austria 320 13 56 31 0
Bélgica 75 31 56 9 4

Dinamarca 130 37 33 28 2
Francia 700 50 50 0 0
Alemania (Este) 2500 25 63 12 0
Grecia 15 3 97 0 0]
Ilanda 24 28 18 0 54
ltalia 800 34 55 i1 0
Luxemburgo 15 81 18 0
Holanda 282 44 53 3
Portugal 200 80 13 0
Espana 280 10 50 10 30
Suecia 180 45 55 0
Suiza 215 50 30 20
Reino Unido, 1991 1107 55 8 7 30
Estados Unidos 6900 41 17 2 20

Los trabajos de algunos investigadores sobre la toxicidad de metales pesados en
bacterias fijadoras de nitrogeno (Giller y col. 1989; Kinkle y col. 1987; Martensson y col.
1990; Chaudri y col. 1993) han hecho que paises como Inglaterra hayan disminuido el
valor méximo de zinc en los lodos. Sin embargo, otros estudios apuntan justamente hacia
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lo contrario (Heckman y col. 1987a; Heckman y col. 1987b), lo que ha provocado que la
normativa de la EPA sea mucho menos rigurosa. En el (ltimo caso, los principios en los
que se basan son por un lado que el suelo y los lodos son capaces de inmovilizar a los

metales, y por el otro que la toxicidad de éstos disminuye a medida que pasan a través
de la cadena alimenticia.

Existen también referencias sobre la presencia de contaminantes organicos téxicos en los
lodos (PCBs, PAH, dioxinas), y como se modifican las cantidades remanentes en los
mismos tras periodos de aplicacién de hasta 25 afios (Beck y col., 1995 y 1996).

El uso de materia organica exégena ha sido propuesto para aumentar la degradacion de
los plaguicidas y otros contaminantes en el suelo. Este hecho se basa fundamentalmente
en que la presencia de materia organica puede aumentar la degradacién microbiana del

~ compuesto, y al mismo tiempo aumentar la adsorcién del plaguicida en el suelo y su

disponibilidad para ser degradado por los microorganismos de éste (Liu y col., 1996).

Los factores que convierten a los lodos en elementos que pueden aumentar la
degradacion de compuestos contaminantes en el suelo son los siguientes (Liu y col.,
1996):

- Su adicién mejora la aireacion del suelo.

- Son fuente de un gran niimero de microorganismos que pueden participar en la
degradacién de contaminantes.

- Mejoran la capacidad de retencién de agua por el suelo, disminuyen la densidad
del suelo y aumentan la conductividad hidraulica (Khaleel y col., 1981).

- Es una fuente de nutrientes y elementos traza, lo que lo convierte en un
importante fertilizante. El crecimiento de plantas en el sueio incrementa las
poblaciones microbianas, sobre todo en la rizosfera, lo que puede contribuir a la
degradacién de contaminantes en el suelo.

- Dan lugar a interacciones de componentes del lodo con la sustancia a degradar.
Entre ellos, se ha descrito el importante papel de los &cidos himicos en la
adsorcioén de plaguicidas.

La adicién de lodos de depuradora al suelo, hace que se modifiquen sus propiedades
fisicas (Epstein y col., 1976), quimicas (Peterson y col., 1988) y bioldgicas (Katterman y
Day, 1989), lo que puede incrementar la naturaleza de las cosechas. El contenido de
m.o., CIC, y contenido en metales aumenta, mientras que otras propiedades como la
actividad microbiologica puede aumentar, o disminuir, si la concentracién de metales
pesados es muy alta.

Kelly y col. (1999), estudian los efectos de la aplicacién de lodos urbanos de depuradora
sobre un suelo calcareo. Observan un aumento en las propiedades citadas
anteriormente, junto con una disminucién en la actividad deshidrogenasa del suelo. La
actividad deshidrogenasa es una medida de la actividad microbiol6gica que existe en un
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suelo. El descenso en esta actividad se achaca al aumento en la concentracién de
metales pesados, que puede resultar toxico para algunas de la comunidades del suelo.
Las medidas de las concentraciones a distintas profundidades en el perfil del suelo, pone
de manifiesto la escasa movilidad de los metales en este suelo, debido al elevado pH que
presentan este tipo de suelos.

5.2.a Definicion y caracteristicas

Los lodos de depuracion son los lodos residuales sélidos de todo tipo de estaciones
depuradoras de aguas residuales domésticas, urbanas o de aguas residuales de
composicion similar. La denominacién genérica de lodo de depuracion es sinénimo de
lodos de depuradora, lodos residuales, lodos residuales urbanos o biosélido, aunque la
legislacién espafiola utiliza el término de lodo de depuracién para todo tipo de lodo
generado en las estaciones de depuracion.

Como agua residual se entiende la que procede del consumo doméstico y de la red
municipal de alcantarilado, y no contienen cantidades apreciables de efluentes
industriales (Mara y Cairncross, 1990). Segun la directiva 91/271 del Consejo de la Unidn
Europea de 21 de Mayo de 1991 (DOCE, 1991), se entiende por agua residual urbana a
las aguas residuales domésticas o a las mezclas de las mismas con aguas residuales
industriales y /o aguas de escorrentia pluvial.

La caracteristica comln a todas ellas es la presencia, mas o menos acusada, de
diferentes agentes de tipo fisico, quimico y biolégico. Dependiendo de la cantidad de
estos constituyentes, se clasifican en aguas fuerte, media o débilmente contaminadas.
Mediante el proceso de depuracién, se transforman los diferentes contaminantes
presentes en las aguas, de tal manera que pueda ser reutilizada para otros usos o que
pueda ser vertida al sistema hidrico, siempre que cumpla los objetivos de calidad
establecidos (DOCE, 1991). Los constituyentes y contaminantes retirados de las aguas
residuales originan los lodos de depuracion.

A la mezcla de los lodos primarios y secundarios producidos en las plantas de
depuracién, después de su concentracion, se les denomina lodo mixto concentrado.

El tratamiento de las aguas residuales es de vital importancia para evitar la incidencia de
enfermedades infecciosas como el célera, y para proteger al medio de olores
desagradables y otras contaminaciones en su vertido. Durante el tratamiento, las
concentraciones de contaminantes se reducen a unos niveles tales que los ecosistemas
son capaces de asimilarios. Consta de tres procesos bésicos (Alloway y col.,1993):

1. Eliminacién de materia contaminante del flujo de agua residual, como fangos y
sélidos en suspensién.

2. Procesos bioquimicos en los que intervienen microorganismos, para la separacion
de la materia contaminante del flujo de agua residual y fangos.

3. Separacion de agua de los lodos.
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A lo largo del proceso de tratamiento se obtienen diferentes tipos de lodos:

- Lodos de pretratamiento: lodos constituidos por materiales gruesos compactos y

arena, cuyo destino suele ser la desecacion e incineracién o su depésito en
vertederos controlados.

- Lodos primarios: provenientes de los decantadores primarios, con un contenido en
materia organica alrededor del 5 %.

- Lodos secundarios: procedentes de los decantadores secundarios, constituidos
por una fracciéon seca del 0,8 - 1 %.

5.2.b Sistema de depuracion de empleado en la ciudad de Granada

En la ciudad de Granada existen dos plantas de tratamiento de aguas residuales, la
Estacion Depuradora Oeste (Puente de los Vados), y la Sur (Camino de Purchil). Los
lodos empleados en el presente estudio proceden de la EDAR Sur. En esta planta, se
procesan las aguas residuales de la cuenca sur de la ciudad, que llegan a la estacion
depuradora del camino de Purchil a través de la red de saneamiento urbano. En la Tabla

I-13 aparecen las cantidades colectadas en el periodo que abarca desde el afio 1999 al
primer semestre del 2001.

Tabla I-13: Produccién de lodos de depuradora en la ciudad de Granada en los ditimos afios.

ANO EDAR OESTE EDAR SUR TOTAL.
F.D. Sequedad M.S. F.D. Sequedad M.S. M.S.
(®) (%) ® {t) (%) (t) {t)
1999 3014 17 512 8796 21 1847 2359
2000 3197 17 543 10785 21 2265 2808
2001 1685 17 286 4428 20,5 908 1094

F.D.: fango deshidratado; M.S.: materia seca.

Una vez llegan a la planta depuradora, las aguas residuales sufren un tratamiento previo
que tiene como principal mision eliminar todos aquellos elementos que por su naturaleza
o tamano puedan afectar el correcto funcionamiento de los tratamientos posteriores. En
este tratamiento que incluye las operaciones de desbaste, desarenado y desengrasado,
al agua residual obtenida se la denominara efluente preliminar y a los lodos, lodos de
pretratamiento (Figura 1-19).

Tras ser sometidos a este pretratamiento, se aplica un tratamiento primario, que consiste
en una serie de procesos fisicos y /o quimicos por los que se consigue la sedimentacién
de los solidos en suspensién (50 %) y que la demanda bioquimica de oxigeno (DBO) se
reduzca por lo menos un 20 % de su valor original. Mediante los tratamientos primarios
se obtiene un agua més depurada (efluente primario) y un lodo residual (lodo primario).

A continuacién mediante un tratamiento secundario, que incluye procesos de
sedimentacion y de oxidacion microbiolégica de la m.o. y amonio, se consigue reducir la
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DBO entre un 70-90 %, y la cantidad de sélidos en suspensién al menos en un 90 %.
Mediante este tratamiento se obtiene un efluente secundario y un lodo secundario.

Los lodos producidos (primarios y secundarios) debido a su elevado contenido en agua,
m.o., microorganismos y sustancias contaminantes, tienen que ser sometidos a una serie
de tratamientos que reducen su nivel hidrico y estabilizan la materia organica contenida
en ellos.

Primero sufren un proceso de espesamiento o concentracién que reduce el contenido en
agua y aumenta su contenido en solidos. El espesado se realiza por gravedad en tanques
de sedimentacion.

E, Reactor E,
L PRETRATAMIENTO Biolbgico
Lodos Pretratamiento Lodos Primarios L Lodos Secundarios
v A4
mTmmmsmmmomm ooy Concentracion Espesador Concentracién Flotador
i Motogeneracion |
, Eléctrica :

Lodo mixto concentrado

i H : v
[N R Q —
i s Digestion
.1 Caldera E < % Anaerobia
j form e Digestién Digestién primaria
e T h Anaerobia Anaerobia
:Compr esores ;"®7  secundaria primaria
A 4
Acondicionamiento {
v
Deshidratacion ’
v
L.odo Deshidratados
Lodos Secados

Figura I-19: Esquema del sistema empleado en el tratamiento de aguas
residuales. Sedimentador primario (S,), sedimentador secundario (S.), efluente
primario (E,), efluente secundario (Ej).
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El siguiente proceso al que se someten es el de estabilizacion, en el que se reduce el
contenido en patégenos, se eliminan los olores desagradables y se transforma la materia
organica putrescible en materia organica mas estable, mediante una digestidén anaerobia.
La digestién anaerobia consiste en un proceso de fermentacién metanica (en la que se
genera metano) que se realiza en tanques cerrados (digestores), en los que el lodo
fermenta sin contacto con el aire. En este proceso se genera gas, con un contenido en
metano entre el 65 y 75 %, que es utilizado en la estacién depuradora como fuente
supletoria de energia. A los lodos obtenidos se les denomina lodos digeridos.

Los lodos digeridos son sometidos a un proceso de acondicionamiento, para mejorar sus
caracteristicas antes de su deshidratacién. El proceso de acondicionamiento se realiza

con polielectrolitos organicos que hacen que floculen y se coagulen los sélidos y se libere
el agua.

Finalmente con el fin de disminuir la humedad del lodo digerido, se los somete a un
proceso de deshidratacion, hasta la obtencién de un lodo deshidratado con un contenido
en humedad superior al 70%, que es el empleado en nuestras experiencias, tras ser

sometido a un proceso de molido y secado al aire. El lodo seco tiene un contenido en
humedad inferior al 70%.

5.2.c Normativas que regulan el uso de los lodos residuales

Debido a la presencia de metales pesados y otros contaminantes orgéanicos presentes en
los lodos, desde principios de la década de los 70 se han elaborando una serie de
normativas que intentan regular el uso de estos residuos urbanos.

En el Estado Espafiol la Directiva Europea 86/278 CEE, establece el marco legal de
utilizacién de lodos de depuradora en agricultura. La normativa fue promuigada el 29 de
Octubre de 1990, mediante Real Decreto 1310/1990 (BOE, 1990), y en la Orden
ministerial de 26 de Octubre de 1993 (BOE, 1993) se amplia el nimero de pardmetros a
analizar en los lodos.

En la Comunidad Auténoma andaluza la legislacion sobre la utilizacién de lodos en el
sector agrario esta regulada por la Orden del 22 de Noviembre de 1993, BOJA n°® 133,
por la que se desarrolla en Andalucia el Real Decreto 1310/96 y la Orden 2610/93 del

- MAPA.

Algunas de las principales caracteristicas que deben regular el uso de estos lodos son
las siguientes:

- Los suelos sobre los que podran aplicarse los lodos tratados deberan de
presentar una concentracion en metales pesados inferior a la establecida en la
Tabla I-14.

- Los lodos tratados a utilizar en los suelos no excederan en cuanto al contenido en
metales pesados, de los valores expresados en la Tabla I-15.
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- Las cantidades maximas de lodos que podran aportarse al suelo por hectarea y
afio serén las que, de acuerdo con el contenido en metales pesados de los
suelos y lodos a aplicar, no rebasen los valores limites de incorporacion de los
metales pesados establecidos en la Tabla I-14.

- Los parametros que habran de analizarse en el suelo y lodos incluyen pH Yy
contenido de Cd, Cu, Ni, Pb, Zn, Hg y Cr mediante ataque con &acido fuerte y
andlisis mediante espectrofotometria de absorcién atémica. También deberan de
realizarse andlisis sobre el contenido en m.o., materia seca, materia organica
total, relacion C/N, nitrégeno total, fosforo total (P,Os), potasio total (K,0), calcio
total (CaO), magnesio total (MgO) e hierro.

Tabla I-14: Valores limites de concentracién de metales pesados en los suelos y cantidades
maximas de metales pesados aplicables anualmente al suelo.

Suelo pH<7 pH>7 Aplicacién anual
mg kg™ mg kg™ kg ha™
Cadmio 1 3 0,15
Cobre 50 210 12
Niquel 30 112 3
Plomo 50 300 15
Zinc 150 450 30
Mercurio 1 1,5 0,10
Cromo 100 150 3

Existen todavia pocas normativas que regulen los contenidos méximos de
microorganismos y los niveles maximos de microcontaminantes organicos en lodos.
Algunos paises como Holanda y Canad4 han adoptado limites relativos a contaminantes
organicos para suelos enmendados (Beck y col., 1995).
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Tabla I-15: Valores limites de concentracién de metales pesados en lodos destinados a su
utilizacion agraria.

Suelo pH<7 pH>7
mg kg’ mg kg
Cadmio 20 40
Cobre 1000 1750
Niquel 300 400
Plomo 750 1200
Zinc 2500 4000
Mercurio 16 25
Cromo 1000 1500

El uso agricola de los lodos tratados esta prohibido en los siguientes casos:

En praderas, pastizales y demas aprovechamientos a utilizar en pastoreo directo
por el ganado, con una antelacién menor de tres semanas a la fecha de comienzo
del citado aprovechamiento.

Aplicar lodos tratados en cultivos horticolas y fruticolas durante su ciclo
vegetativo, con la excepciéon de los cultivos de arboles frutales, o en un plazo
menor de diez meses antes de su recoleccion y durante la recoleccion misma,
cuando se trate de cultivos horticolas o fruticolas cuyos érganos o partes
vegetativas a comercializar y consumir en fresco estén normalmente en contacto
directo con el suelo.

6 Modelos matematicos

Los modelos matematicos se utilizan para estimar el tiempo necesario para que se
produzca la disipacion de un plaguicida desde el momento de su aplicacién, la movilidad
en el suelo y su comportamiento. Estos resultados permiten prever el impacto de un
plaguicida en el medio, desarrollar estrategias en las practicas de aplicacién e incluso la
elegir el compuesto que cause un menor impacto sobre el medio y que a la vez surta el
mismo efecto (Cheng, 1990; Reichman y col., 2000a y b; Vanclooster y col., 2000x).

Los modelos de transporte se dividen en dos tipos (Jones, 1994):

Modelos deterministas: son aquéllos en los que se supone que el sistema agua-
suelo funciona de tal forma que la respuesta esta univocamente definida. Estos
modelos so6lo pueden simular la respuesta del sistema ante una serie de
condiciones simples del sistema, y se ignoran las incertidumbres debidas a la
naturaleza del sistema, al muestreo o las que se producen en el proceso de
medicion.
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- Modelos estocasticos: consideran la incertidumbre que va ligada a cualquier
sistema natural de medida. En este tipo de modelos se tratan de forma estadistica
tanto los procesos que tienen lugar dentro del sistema como la respuesta a los
mismos.

La mayoria de los modelos se basan en la ecuacion de conservacion de la masa para el
trasporte de una sustancia a través en el suelo, debido al movimiento del agua (Boesten y
van der Linden, 1991). Viene dada por:

C* , concentracion del soluto en el suelo (kg m®)

t, tiempo (d)

J, Flujo de masa del soluto (kg m2d™)

z , profundidad en el suelo (m)

R, velocidad de transferencia del soluto por unidad de volumen (Kg m® d™)

La ecuacién (4) representa un modelo de transporte en equilibrio, en el se parte de la
base de que en cualquier punto (especificado por la coordenada z) y en cualquier
momento la sustancia en la fase liquida esta en equilibrio con la sustancia adsorbida en
la fase sdlida y por tanto la concentracién en la fase liquida puede considerarse
constante.

En este modelo, el flujo del soluto se describe con la ecuacion (5):
v ac
J =J" xc—(Dy +Ddif)*a_— ®
z

J, volumen de flujo del liquido (m®?)
¢, concentracion de soluto en la fase liquida (kg m™)

Dys , coeficiente de dispersion (m? d™)

Dy , coeficiente de difusion a través de la fase liquida (m? d™)

La introduccién del coeficiente de dispersion, indica que la concentracién en la fase
liquida a escala microscopica no es uniforme en cualquier punto del espacio. Debido a
esto, la concentracién en la fase liquida (c) seria una media de las concentraciones
existentes en un plano macroscépico perpendicular a fa direccion det flujo. Se asume que

D=L 4*J"| (6)
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D es proporcional a Jy se calcula con la expresion:

Donde Lus es la longitud de dispersion (cm) obtenida para el marcador a partir del ajuste
de la curva teérica con los valores experimentales.

El coeficiente se difusién se calcula con la ecuacién (7):

D, =iAx0xD, (7)

dif
A, es el factor de tortuosidad

8, fraccion volumétrica del liquido (m® m™)
Do , Coeficiente de difusion en agua (m? d™)

Sustituyendo (5) en (4) se obtiene la ecuacién de conservacién de masa:

aC* dc d%c
—=J's—-\D, -D_)x— —-R (8
ot oz ( dis dzf) BZZ t ()

Como la concentracién de la sustancia en el suelo es la suma de las concentraciones
presentes en las fases liquida y sélida del suelo se puede calcular con la siguiente
expresion C* = 6+c + p*X (9), en donde p es la densidad del suelo y X la cantidad
adsorbida por gramo de muestra. Ya que partimos de que se trata de una situacién de
equilibrio, el valor de X se puede obtener a partir de la forma linear de la ecuacién de
Freundlich X = K«c . Teniendo en cuenta esto, se obtiene que C* = 8xc + p+Kxc (10), y
sustituyendo la ecuacién 10 en la ecuaciéon 8 se llega a la definitiva ecuacién de
conservacion de la masa:

ac 1 , 0C 1
—_— Bk —

2
- ] Ye 1 L wy
ot (9+p*K)

)* (Ddis _Ddif)* 0z* (9 + p*K)

0z (0+pxK

Esta ecuacion es la que se aplica en el modelo PESCOL, para simular la movilidad de un
plaguicida en un sistema en equilibrio. Este modelo ha sido aplicado para predecir la
movilidad de otros plaguicidas en columnas de suelo empaquetadas (Romero y col., 1996
y 1997).

También se han desarrollado modelos de transporte de no equilibrio. Existen dos motivos
posibles para que se produzcan situaciones de no equilibrio en el transporte de
sustancias en un suelo. El primero es que las moléculas de plaguicida de la fase liquida
cercanas a los sitios de adsorcion pueden estar en equilibrio con las que se encuentran
adsorbidas en esos sitios. A esto se le denomina “equilibrio quimico” El segundo es que
la concentracion en la fase liquida puede no ser uniforme en el plano perpendicular a la
direccion del flujo (Boesten, 1986).

La lixiviacion de contaminantes orgdnicos en zonas agricolas hacia las aguas
subterraneas afecta a la calidad de las mismas en todo el mundo. En comparacién con
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los ensayos de campo, los modelos matematicos son una herramienta mas sencilla y que
requiere menos tiempo, para analizar el comportamiento de estas sustancias en distintos
escenarios (Vanclooster y col., 2000a).

La aplicacion de modelos matematicos para el estudio del transporte de los plaguicidas
es un paso necesario a la hora de registrar el uso de un nuevo plaguicida en la Unién
Europea (Vanclooster y col., 2000a), debido a que la mayoria de los plaguicidas pueden
afectar a organismos no diana (Cohen y col., 1995). Para la evaluacién de este riesgo la
Unién Europea sugiere el uso de modelos matematicos validados, que simulen el
comportamiento de los compuestos en distintos escenarios (UE, 1997).

De acuerdo con la Directiva Comunitaria de la Unién Europea 91/414/EEC (UE, 1991), y
para asegurar la proteccién de los productos en los mercados, las sustancias activas que
forman parte de los plaguicidas deben estar incluidas en el Anexo | de la citada Directiva.
En este sentido una de las herramientas mas empleadas es el uso de modelos
matematicos que estimen la concentracién de éstas en distintos compartimentos del
medio. En la actualidad, el grupo europeo FOCUS (FOrum for the Co-ordination of
pesticide fate models and their USe), estd desarrollando las herramientas necesarias
para la evaluaci6n de este tipo de sustancias (FOCUS, 2000).

FOCUS fue fundado en 1993, con el propésito de buscar un consenso entre todos los
estados miembros de la UE, grupos de investigacion, expertos en esta materia y la
industria, a la hora de evaluar la calificacién de las citadas sustancias. En principio
elaboraron una guia sobre la lixiviacion de estas sustancias hacia las aguas subterraneas
(FOCUS, 1995), y posteriormente sobre su persistencia en aguas superficiales vy
profundas (FOCUS, 1996 y 1997).

Para ello utilizan como herramienta fundamental los modelos mateméticos, a la hora de
predecir las concentraciones de estas sustancias en el medio. Cualquier célculo asume la
existencia de un escenario, en el cual se debe evaluar el comportamiento de dichas
sustancias. Algunos de los Estados Miembros han desarrollado escenarios estandar
como herramienta de evaluacion. Los escenarios estandar son necesarios porque
aumentan la fiabilidad del proceso de evaluacion, al eliminar la subjetividad del evaluador
a la hora de elegir ciertos parametros.

Los miembros de este grupo, han desarrollado 10 escenarios reales, que corresponden a
10 ciudades de la UE, y que se utilizan en la modelizacién con programas como PELMO,
PESTLA o PRZM. Cada una de las sustancias antes de ser aprobada para su uso, debe
ser probada en cada uno de estos escenarios. El objetivo es encontrar un escenario
seguro para la aplicacion del compuesto, y la introduccién de la sustancia en el
mencionado Anexo |, que indica que puede ser utilizada con o sin restricciones. Los
criterios seguidos a la hora de seleccionar los fueron:

- Un niimero de escenarios no superior a 10.

- Utilizar en estos escenarios una combinacioén de cosechas, tipo de suelo, climatologia y
condiciones agrondmicas reales.
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- Los escenarios deben describir una vulnerabilidad por encima del percentil 90 de todas

las posibles situaciones (este percentil representa uno de los peores casos, dentro de la
realidad).

- La vulnerabilidad debe de considerar las propiedades del suelo y la climatologia.

Ciudades como Sevilla (Esparia) u Oporto (Portugal), se encuentran dentro de lo posibles
escenarios.

La validacion de un modelo matemético consiste en compararlo con datos
experimentales, y calibrarlo si es necesario (Cohen y col., 1995; Klein y col., 1997 y
2000), existiendo varios protocolos para su realizacién (Anderson y Woessner, 1992;
Styczen, 1995; Thorsen, 1998; Vanclooster y col., 1999). El objetivo de estos protocolos
es reducir el grado de incertidumbre que supone la eleccién de los parametros a
introducir en el modelo, y servir de guia para los posibles usuarios (Good Modelling
Practice, GMP)(Vanclooster y col., 2000a).

Varios autores tras los resultados obtenidos hablan de la necesidad de mejorar estas
guias, para evitar errores debido a la subjetividad en la eleccién de algunos parametros
(Boesten, 2000; Boesten y Gottesbiiuren, 2000; Klein y col., 2000). El objetivo es que
exista una total transparencia en cada uno de los pasos necesarios a la hora de aplicar
un modelo (Resseler y col., 1997).

Los principales errores se comenten en la introduccién de los tiempos de vida media y de
las constantes de adsorcion del plaguicida (Boesten, 2000; Jarvis y col., 2000), ya que en
ambos casos influye mucho la temperatura a la que se estudian ambos parametros.
Ademas, en la estimacion del tiempo de vida media, hay que tener en cuenta que la
cinéticas de degradacién no siempre se ajusta a una ecuacién exponencial de primer
orden (Beulke, y Brown, 2001). El ajuste con el modelo lineal conlleva errores en el
proceso de modelizaciéon (Dubus y col., 1999; Beulke y Brown, 2001), pero sin embargo
es un parametro necesario ya que la mayoria de los modelos estan basados en este
ajuste (Vanclooster y col., 2000a) y es el mas adecuado para la mayoria de los casos
(Cohen y col., 1995). Otro factor a tener en cuenta, son las diferencias que pueden existir
entre la degradacion en campo y la que ocurre en el laboratorio (Jarvis y col., 2000) y que
la degradacién disminuye conforme aumenta la profundidad (Cohen y col., 1995). Otra
fuente de error es la calibracién del modelo (Boesten y Gottesbiiren, 2000; Jarvis y col.,
2000; Vanclooster y Boesten, 2000b).

En la actualidad existe un gran nimero de modelos matematicos que simulan el
movimiento vertical de agua, de solutos y en particular de plaguicidas, a través del perfil
del suelo (Tabla I-16). Estos modelos, que en su mayoria no son modelos estocasticos,
calculan la lixiviacion del plaguicida en la zona no saturada del suelo como un movimiento
unidimensional, ignorando la componente horizontal del movimiento (Vanclooster y col.,
2000b). Son una herramienta mas sencilla que la realizacion de ensayos de campo, y
ademas permiten estudiar el comportamiento de los plaguicidas en diversos escenarios y
compararlos con datos experimentales existentes (Harris y col., 2000, Vanclooster y
Boesten, 2000).



Tabla I-16: Caracteristicas de algunos de los modelos matematicos existentes en la actualidad, para el estudio del comportamiento del plaguicida en el

suelo (Vanclooster y col., 2000b)

z8

CRACKP GLEAMS LEACHP MACRO PELMO PESTLA PESTRAS PLM PRZM2 SIMULAT VARLEACH WAVE
Rererencia  Amstrong Rekolainen Dustycol.,, Jarvisycol., Kleiny Boesten y Freijery Nichollsy Trevisany Adeny Trevisany Vanclooster
y col., y col,, 2000 2000 col., 2000 Cottesbiuren, col., 1996  col.,, 2000 col., 2000 Diekkriiger, col., 2000 y col.,
2000 2000 2000 2000 2000c
Ec. Flujo del De tipo De tipo Ecuacién Ecuacién De tipo Ecuacion Ecuacién De tipo De tipo Ecuacién De tipo Ecuacion
agua capacitivo capacitivo Richard Richard capacitivo Richard Richard capacitivo capacitivo Richard capacitivo Richard
Ec. Flujo del Convectivo Convectivo Conveccién/ Conveccién/ Convectivo Conveccién/ Conveccién/ Convectivo Convectivo Conveccidn/ Convectivo Conveccién/
soluto Dispersion  Dispersion Dispersion Dispersion Dispersion Dispersién
Flujo Si No Si Si No No No Si No Si No Si
Preferencial
Adsorcién Lineal Lineal Freundlich  Lineal Freundlich Freundlich Freundlich  Lineal Lineal Freundlich Lineal Lineal
Degradaciéon 1* Orden 1% Orden 1% Orden 1°" Qrden 1* Orden 1% Orden 1*" Orden 1 Orden 1* Orden 1* Orden 1% Orden 1% Orden
Asimilaciéon  No Si Si Si Si Si Si Si Si No Si Si
plantas
Volatilizacion No No Si No No No Si No No No No No

1 O INLIdYD
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1 Introduccion

En el presente estudio se preveia obtener un gran nimero de muestras de agua y suelo
con distintas concentraciones de plaguicida. Por esta razén, se llev a cabo un amplio
estudio de la metodologia analitica a emplear en cada caso.

El andlisis de las soluciones acuosas concentradas se ha se ha realizado mediante
extraccién en microondas, metodologia con la que se buscaba el procesamiento del
mayor nimero de muestras en el tiempo mas corto posible y de una forma sencilla.

Los andlisis de metidation en muestras acuosas diluidas se realizaron mediante
extraccion en fase sdlida.

Para el procesado de las muestras de suelo se puso a punto la extraccion en Soxhlet. La
complejidad tanto en la matriz, como en el grado de humedad de la muestra hizo que se
realizara un complejo estudio de los distintos factores que influian en la extraccion.

2 Material y métodos

2.1 Insecticidas

Metidation: CeH11N2O4PS; (Novartis, Miinchwilen, Suiza), con una pureza del 99,7 % y
cuya nomenclatura segun la IUPAC es: ditiofosfato de S-2,3-dihidro 5-metoxi 2-oxo 1,3,4-
tiadiazol 3-ilmetil y O,0-dimetilo.

Es un insecticida no sistémico y un acaricida con accion de contacto y estomacal. Se usa
para el control para un amplio rango de insectos chupadores y masticadores (piojos y
mosca blanca) y acaros, en una extensa variedad de cultivos como: frutales, tabaco, vid,
algoddn y maiz, olivos y patata entre otros. Segun la EPA, por su toxicidad pertenece a la
clase |, es altamente toxico por via oral y dérmica, ademas de causar irritacion en piel y
0jos.

Figura lI-1: Estructura quimica del metidation.




86 CAPITULO Il

Bromofos: CgHgBrCl,OsPS (Dr. Ehrenstofer, Alemania), 99,9 % de pureza y la
denominaciéon segun la IUPAC es: Tiofosfato de O,O-dimetilo y O-4-bromo-2,5-
diclorofenilo. Es un insecticida no sistémico, con accién de contacto y estomacal y eficaz
para el control de dipteros, hemipteros y algin lepidéptero. Se recomienda para la
proteccion de las cosechas y para el control de moscas y mosquitos.

cl
|
Br OP (OCHg),,

Cl

Figura lI-2: Estructura quimica del bromofos.

En el presente trabajo se ha empleado como patrén interno para el andlisis de metidation,
por cromatografia de gases por varias razones:

- Se trata de un plaguicida organofosforado, al igual que metidation, que también
produce sefial en el detector de FPD usado para el analisis.

- Es eluido en las condiciones cromatogréaficas empleadas a un tiempo de retencion
préximo al del metidation, sin coincidir con el del plaguicida en estudio.

- No se utiliza habitualmente, por lo que es poco probable encontrarlo ni siquiera en
los ensayos de campo realizados.

También se han utilizado los plaguicidas organofosforados malation (American Cyanamid
Company, Princenton, N.J. EU) y metil azinfos (Dr. Ehrenstofer, Alemania) con una
pureza de 99,1 y 99,9 % respectivamente. Sus propiedades aparecen resumidas en la

Tabla -1,
T ~ | Nk'f T
(CHSO)ZPS(‘:HCHZCO,‘,CHZCHS S N—CH,SP(OCH,),
CO,CH,CH, |

0]

Malation Metil azinfos

Figura II-3: Estructura quimica de malation y metil azinfos.
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Tabla lI-1: Propiedades quimicas de los insecticidas utilizados (Tomlin,1997).

Sol. Sol. Sol.
Pf Pv Sol. Tol.
C) (mPa) Kow H,0* Acet. Hex.

Compuesto Pm -
(gL (mgl’) mgL? (M9L")

Metidation 3023 3940 25x10" 2,2 200 670 1 720
Bromofos 366,0 53-54 17 - 0,7 - - -
Malation 330,3 2,5 5,3 2,75 145 - - -
Metil azinfos  317,3 73 54x10* 2,96 28 >250 - -

*Solubilidad a 20 °C

2.2 Surfactantes

El surfactante catidbnico bromuro de tetradecil ftrimeti amonio (TDTMA),
CH3(CH,)13N(CHa)sBr (Sigma-Aldrich, Madrid, Espafia). Pureza del 99%, Pm:336,41,
S(H:0)= 100 g L, P= 245-250 °C, paparente= 600 Kg m >,

P N NN P L -
l“l CH3 Br
CH3

Bromuro de tetradecil trimetil amonio (TDTMA)

CH3— (CHz)n_ CH— (CHz)n.‘ CH3

SO3" Nat

7sn+n' <11
0sn,nN=<11

Sodio lauril sulfato (LAS)

(CH,— CH—0)y Polioxistilen
CH3(CH,)7CHCHICH,);CO00H  Ac. Otéico

Compuestos que forman parte de Tween 80

Figura ll-4: Estructura de los surfactantes utilizados.
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Sodio lauril sulfato (LAS), <C10=0.8%, C10=8.7%, C11=40.7%, C12=34.7%, C13=14.3%,
C14=0.8% (PETRESA, CEPSA, Cadiz, Espafa) . Activo 14.4%. Este surfactante de tipo
iénico, es uno de los principales constituyentes de gran parte de los detergentes y
productos de limpieza comerciales (Gonzalez-Mazo y col., 1996). Consecuencia de su
amplio uso es su presencia en un elevado nimero de compartimentos del medio acuatico
y terrestre.

Polioxietilensorbitan monoleato, Tween 80 o Witconol 2722, (T80), CessH124026 (Sigma-
Aldrich, Madrid, Espafia). Se forma por la esterificacion de 1,4-sorbitan con el &cido
oleico, seguido de la condensacion 20 moles de 6xido de etileno, para aumentar la
solubilidad en agua del producto (Pennell y col., 1993) Es un surfactante no i6nico, de
grado alimentario, usado en la industria alimentaria y como complemento de la dieta.
Pespecifica (20°C) = 1,08 g cm °, S (H,0) = soluble, Tighcien > 180 °C, Pm= 1310.

La concentracién micelar critica (cmc) para cada uno de estos surfactantes aparece
resumida en la Tabla II-2.

Tabla lI-2: Propiedades de los surfactantes empleados.

Pureza cmc (mg L) Pm
TDTMA 99 0.1 336,41
LAS 14,4 222 *
Tween 80 - 14 1310

* No se da informacién de Pm por ser una mezcla de hidrocarburos saturados.

2.3 Otros

REACTIVOS

Timerosal: sal sédica de mercurio (Hg-[(O-carboxifenil)tio]etilo), CoHsHgO-SNa, pureza
97%, Pm: 404,8, solubilidad en agua (20°C)= 1000 g L', Pf = 230°C, Pagarente = 500 Kg m °
. Sigma-Aldrich (Steinheim, Alemania).

Natol__~0

CHy ™ Hg— S

Figura II-5: Estructura quimica de timerosal.

Acetato aménico, Panreac (Barcelona, Espana).
Bicarbonato Sédico, Panreac (Barcelona, Espafia)



METODOLOGIA ANALITICA 89

Carbonato Sédico, Panreac (Barcelona, Espaiia).
Cloruro Sédico, Panreac (Barcelona, Espaiia).
Hidréxido potasico, Merck (Darmstadt, Alemania).
Sulfato sédico anhidro, Merck (Darmstadt, Alemania).

MATERIAL DE LABORATORIO

Cartuchos de extraccion C18 de 500 mg, Waters (Mildford, MA, EE.UU.).
Detergente liquido sin fosfatos Aquet (Manostat, NY, EE.UU.).

Insertos de vidrio de 0,2 mL, Cromacol.

Jeringas Hamilton de 10, de 100 y 250 uL.

Papel Parafilm.

Pipetas Pasteur.

Soxhlet de 125 mL de capacidad.

Tubo de Silicona, 1 cm didmetro externo.

Tubos de vidrio con tapén de rosca, POBEL 16, 18 y 20.

Viales de vidrio de 1,2 mL de volumen con tapén de rosca dotado de tapa recubierta de
silicona, SUPELCO.

MATERIAL DE VIDRIO

Todo el material de vidrio utilizado ha sido clase A, de uso habitual en un laboratorio de
analisis.

Tras su uso, se lava con acetona para analisis, se enjuaga con agua, se lava con
detergente sin fosfatos y se enjuaga con agua de grifo, destilada y MilliQ. Después se
deja escurrir boca abajo hasta que se seca (material graduado) o se introduce en estufa a
70 ° C, en posicion vertical boca abajo. Una vez seco y frio se lava con acetona para
andlisis de residuos y se vuelve a colocar boca abajo hasta que se seca por completo.

Periddicamente se desengrasa introduciéndolo durante aproximadamente 24 h en una
solucién de potasa alcohélica (120 mL de agua + 120 g de KOH + 880 mL metanol) y se
lava posteriormente de la forma descrita en el parrafo anterior.

INSTRUMENTOS DE LABORATORIO

Agitador de tubos Reax 2000 (Heidolph, Alemania).

Balanza de precision, Mettler AE240.

Balanza electrénica COBOS D-600, COBOS S.A. (Barcelona, Espafia).
Baino /manta calefactor, Selecta.

Bomba de vacio, Comerinsa (Madrid, Espania).

Bomba peristaltica.

Camara termostatizada HOTCOLD-M, Selecta.

Estufa Selecta.
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Frigorifico, Bauknecht.

Horno microondas de cocina, Moulinex (Espana)

Molinillo de café con mecanismo molturador, KSW 2304 (Kempen, Alemania).
pHmetro, Crison 506.

Rotavapor Laborota (Heidolph, Alemania).

Sistema de vacio de extraccion mdltiple, Supelco.

GASES

Aire sintético N50, Air Liquide, SEO.

Helio C-50, Carburos Metalicos S.A.

Hidrégeno N-50, Air Liquide, SEO.

Nitrégeno N-50, Air Liquide, SEO.

Nitrégeno seco (para concentracion a sequedad) Carburos Metalicos S.A.

DISOLVENTES

Acetona para andlisis (PA), Panreac Quimica SA (Barcelona, Espana).
Acetona para analisis de residuos (PAR), Labscan (Dublin, Irlanda).
Hexano para analisis de residuos (PAR), Merck (Darmstadt, Alemania).
Metanol para analisis (PA), Panreac Quimica SA (Barcelona, Esparia).
Tolueno para analisis de residuos (PAR), Merck (Darmstadt, Alemania).

La Tabla II-3 recoge algunas propiedades de interés de los disolventes utilizados.

Tabla l1-3: Propiedades fisico-quimicas de los disolventes empleados (Seaver y Przybytek, 1995).

Poder Eluotrépico

Viscosidad Peb Polaridad L, -
M* Aliumina ci8 Silice
(cP) (C) (P)
Acetona 0,36 56,29 15,17 5,1 0,56 8,8 0,53
Hexano 0,31 68,7 29 0,1 0,01 - 0,00
Tolueno 0,59 110,62 23 2,4 0,29 - 0,22
Metanol 0,55 64,7 12 5,1 0,95 1,0 0,7

*M: nimero de miscibilidad. Aquellas parejas cuyos nimeros M difieran en 15 unidades o menos
son miscibles en todas las proporciones a 15 °C. Una diferencia de 17 o mas, indica inmiscibilidad.

SOFTWARE

HP GC ChemStation (Rev. A.06.03 [509] ), 1990-1998.
Statgraphics Plus 3.1 (Statistical Graphics Corp., Rockvile, MA, USA)
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2.4 Condiciones Cromatograficas

Se ha utilizado un cromatégrafo de gases Hewlett-Packard Serie 1l 5890, equipado con
un detector fotométrico de llama (FPD), inyector automético Hewlett-Packard 6890 con y
sin divisién de flujo. El software empleado por el equipo para el control de las condiciones
cromatograficas e integracion automaticas ha sido HP GC ChemStation.

Se utilizé6 una columna Ultra 2 (5% de fenil metil silicona, Hewlett Packard) de 25 m de
longitud, 0,32 mm de d.i. y 0,17 um de grosor, conectada a una precolumna de 5 m de
longitud y 0,32 mm de d.i. (silicona, Hewlett Packard ). El helio fue usado como gas
portador a un flujo de 2 mL min”, y el nitrégeno como gas auxiliar a un flujo de

20 mLmin™. Las temperaturas del inyector y el detector fueron de 200 y 260 ° C,
respectivamente.

El programa de temperatura empleado fue el siguiente: temperatura inicial del horno
45 °C (1 min), calentamiento hasta 235 °C a 35 °C min', y mantener durante 2,5 min a
235 °C. Con estas condiciones de inyeccion los tiempos de retencién para bromofos y
metidation fueron de 7,8 y 8,1 min, respectivamente (Figura 11-6).

En todos los casos el volumen de muestra inyectado fue de 1 uL, en modo “splitless” (o
sin division de flujo), con la muestra disuelta en hexano o en una mezcla hexano-tolueno

(HT) 1:1.

8.083 - Metidation

1500000 |

7.657 - Bromofos

1000000 |

. L

1 2 3 i g [} 7 & mn

Figura lI-6: Cromatograma de un patrén de metidation en hexano con P.I.

2.5 Preparacién de soluciones patron
2.5.a Patrones en disolventes organicos

Para la preparacion de soluciones patron de metidation, y en su caso, malation y
metilazinfos, se prepara una solucién madre a 1g L™, pesando 10,0 mg de ingrediente
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activo, que se disuelven en 10 mL de acetona PAR. A continuacién por dilucién 1:10 en
hexano PAR se obtiene una solucién a 100 mg L™, que se utiliza para obtener patrones
de distintas concentraciones mediante diluciones sucesivas en hexano PAR.

El bromofos, usado como patrén interno (P.l.), se prepard de igual forma: partimos de una
solucién madre a 1g L en acetona PAR, y por dilucién en hexano PAR se preparan
soluciones de 100 y 5 mg L', que se utilizaran posteriormente para adicionar a las
muestras que contengan metidation.

2.5.b Patrones en solucién acuosa

Las soluciones acuosas de metidation se prepararon por dilucién con agua MilliQ de una
madre a 50 mg L". Esta solucién fue preparada pesando la cantidad necesaria de
ingrediente activo y disolviéndolo en el volumen necesario de acetona PAR, de modo que
la solucién final tenia una proporciéon de acetona en agua del 2%.. A continuacién se
enrasaba al volumen deseado con agua MilliQ.

2.6 Curvas de calibrado

Se realizaron tres curvas de calibracion distintas entre distintos rangos de concentracion,
para poder cuantificar todas las muestras que se obtuvieron posteriormente.

Las inyecciones de los patrones para la obtenciéon de las curvas de calibrado se
realizaron en todos los casos por triplicado, durante tres dias distintos y segun las
condiciones descritas en el apartado 2.4. La preparacion de los patrones de las distintas
curvas empleadas, se describe a continuacion.

2.6.a Curvas concentradas: METCPI y METMEZCPI

La curva de calibrado concentrada, se obtuvo tras la inyeccién de cinco muestras de
plaguicida comprendidas en el rango de concentraciones 1-20 mg L™ (1, 5, 10, 15 y 20).
Para ello se midié 1 mL de solucién patrén preparada en hexano, al que se le anadié 25
uL de bromofos a 100 mg L, preparado en hexano. En la curva de calibrado METCPI se
emplearon patrones de metidation, y en la METMEZCPI soluciones patrén que contenian
metidation, malation y metil azinfos.

2.6.b Curva diluida: METDILPI

Para la curva de calibrado diluida se prepararon cinco patrones en hexano de metidation,
con una concentraciéon comprendida entre 0,1-1 mg L™ (0,1, 0,2, 0,4, 0,6, 0,8 y 1), se
midieron alicuotas de 1 mL y se les afiadieron 25 uL de bromofos a 5 mg L™ en hexano.

2.6.c Curva micro: METMIPI

Para esta curva se prepararon cinco patrones en hexano, con concentraciones
comprendidas entre 0,02y 0,15 mg L™ (0,02, 0,05, 0,08, 1, 1,2 y 1,5). Se midieron 200 uL
de cada uno de ellos y se les afadieron 5 uL de P.l. preparado a 5 mg L. Después de



(

METODOLOGIA ANALITICA 93

agitar la mezcla se introduce con ayuda de una pipeta Pasteur en un microvial de
inyeccién de 200 L, para su inyeccion.

2.6.d Parametros estadisticos de las curvas empleadas

Tras la inyeccion de los patrones, las distintas curvas de calibrado se obtuvieron con el
software HP GC ChemStation.

Una vez obtenidas las distintas curvas, la cuantificacion se realizé de forma automatica
después de la inyeccion de la muestra. Para ello, si previamente se conocia la
concentracién aproximada de la muestra, se le afiadia el volumen de P.l. necesario a la
concentraciéon adecuada, para calibrar con la curva que contenia la concentracion de la
muestra problema. Cuando la concentracion se desconocia por completo, se realizaba
una primera inyecciéon sin P.l. para determinar qué curva se adaptaba mejor, y a
continuacién se le afadia la cantidad y concentracién de P.l. necesaria segun la curva
elegida.

En la Tabla II-4 aparecen los principales parametros analiticos de las curvas empleadas
en la cuantificacion de nuestro analito. Se han calculado la sensibilidad analitica, limite de
deteccién (LD), limite de determinacién (LDT) y la linealidad del método instrumental
empleado, utilizando los datos obtenidos en la calibracion con estadisticos del analisis
lineal de la regresién (Cuadros y col., 1993; de la Colina y col., 1996b).

Tabla II-4: Parametros analiticos de las curvas empleadas.

Curva METCPI METDPI METMIPI METMEZCPI
Plaguicida /s Met. Met. Met. Met. Mal. Metazinf.
Rango (mg L™ 1-20 01-1 002-015 1-20 1-20 1-20
Linealidad (%) 99 98 97 99 99 98
Sensibilidad (mg L") 0,14 0,001 0,006 0,090 0,15 0,26
LD (mg L™ 0,410 0,003 0,017 0,65 1,1 0,74
LDT (mg L™ 1,4 0,010 0,057 2,2 3,7 6,2

Met.: metidation, Mal.: malation, Metazinf.: metil azinfos.

2.7 Caracteristicas del suelo utilizado

El suelo utilizado en el presente trabajo procede de una parcela experimental de la Vega
de Granada, situada en el municipio de Vegas del Genil, cercano a la localidad de
Belicena. Se trata de un fluvisol calcareo, situado a una altitud aproximada de 540 m, de
topografia llana y con un buen drenaje. Es un suelo de uso agricola en el que existen
plantaciones de maiz, tabaco y arboles frutales, entre otras.

La descripcion de cada uno de los perfiles segin la FAO se exponen a continuaciéon
(Pérez y Prieto, 1980):
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- Horizonte Ap (0-30 cm) : color en seco (10YR4.5/3) y en humedo (10YR6/2.5).
Presenta un textura franco-limosa, con una estructura migajosa de bloques
subangulares finos y medianos. Se encuentran frecuentemente excretas de
lombrices y raices.

- Horizonte IC (30-70 cm) : color en himedo (10YR5/3) con manchas difusas de
color (5Y5/2). Textura franco-limosa y estructura en bloques subangulares de
tamano fino y medio. Frecuentes raices muy finas y medianas.

- Horizonte IIC (70-120 cm) : color (10YR4/3.5) en himedo. Textura franco-limosa,
con estructura en bloques subangulares de tamafo fino y mediano. Existen
superficies de presion que aumentan con la profundidad a partir de los 95 cm y
pocas raices de tamaiio fino.

2.7.a Toma de muestra

La recogida de las muestras de suelo a los tres niveles de profundidad ensayados se
realiz6 con ayuda de una barrena manual. Tras su recogida se llevan al laboratorio donde
se dejan secar al aire hasta que alcanzan un grado de humedad intermedio para su
manejo.

A continuacién se deshace la tierra con ayuda de un rodillo y se tamiza con un tamiz de 2
mm de chapa perforada. La fraccién tamizada se deja secar al aire, se pesa e identifica, y
se guarda en bolsas de PVC a temperatura ambiente.

2.7.b Determinacion de la humedad

Se trasvasan porciones de la muestra por duplicado a un vaso de precipitados tarado y
se pesa en balanza electrénica (0,1 g). A continuacién las muestras se desecan en
estufa a 105°C hasta peso constante (unas 24 h), se dejan enfriar en desecador y se
vuelven a pesar. Por diferencia de peso se calcula el porcentaje de humedad,
refiriéndolo como porcentaje de peso seco a 105 °C (Weber, 1986).

2.7.c Determinacion de la capacidad de campo (CC)

Se colocan muestras tamizadas (<2 mm) por duplicado en anillos de retencién sobre una
placa de porcelana porosa, que es recubierta con agua para mojar el suelo desde abajo.
Una vez hecho esto, la placa se recubre con una lamina de plastico y se deja reposar
una noche. Transcurrido este tiempo se aplica a la placa una presiéon de 1/3 atm durante
6 dias, y se transfieren las muestras a un pesasustancias para hacer una determinacién
de la humedad de la forma descrita en el apartado anterior. El porcentaje de humedad
calculado coincidira con la capacidad de campo de cada una de las muestras.
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2.7.d Determinacion del pH

Se pesa una cantidad de suelo y se le afiade agua destilada en una proporcién 1:2,5. La
mezcla se agita con un agitador magnético y se mide el pH de la suspensién (Métodos
Oficiales de Analisis (Tomo lil), 1986, MAPYA).

2.7.e Determinacion de la capacidad de intercambio catiénico (CIC)

Se realiza siguiendo los métodos convencionales descritos en Soil Conservation Service
(1972). La muestra natural molida y mezclada con celite (para facilitar el drenaje), se
coloca en un tubo de percolacién. Se hace pasar una disolucién de acetato aménico 1N a
pH 7, con el fin de reemplazar los cationes de la muestra por NH,*. Después se lava con
alcohol de 60° para eliminar el NH,* en exceso, hasta que el liquido de lavado dé
negativa la reaccion de Nessler. Por Uitimo, se desplaza el catibn amonio por Na*
percolando la muestra con una disolucion de NaCl 2N acidificada al 10 % con HCI. El
amonio desplazado se analiza por el método de Kjeldhal.

2.7.f Determinacion del carbono organico total (C.O.T.)

El carbono organico del suelo o del lodo residual se oxida con dicromato potésico en
presencia de acido sulfirico. El exceso de oxidante se valora con sulfato ferroso aménico
y la cantidad de carbono organico oxidado se calcula a partir de la cantidad de dicromato
reducido (M.A.P.A., 1986).

2.7.g Determinacion de la densidad del suelo

La densidad del suelo en la capa superficial era aproximadamente de 1,5 g cm®, y se
determind por el método de Bourger (Maranés y col., 1995).

Las principales caracteristicas de cada uno de los perfiles aparecen resumidas en la
Tabla I1-5.

2.8 Caracteristicas de los lodos de depuradora

Los lodos utilizados proceden del tratamiento de las aguas residuales urbanas de la
ciudad de Granada, realizado en la estaciéon depuradora EDAR Sur, situada en el camino
de Purchil (Granada).

Se trata de unos lodos mixtos (primarios y secundarios), sometidos a un procedimiento
de digestién anaerobia, y que fueron secados y molidos en un molino de aridos. Una vez
procesados se recogié una pequefia parte de la planta de tratamiento y se trasladé al
laboratorio, donde se desecaron (estufa 60 °C) y molieron para su utilizacion en
experiencias posteriores. La otra parte, después de someterse al proceso de molido se
secaron al aire para su posterior utilizaciéon el campo.

Las caracteristicas principales aparecen descritas en la Tabla 1l-6. Para la determinacién
del contenido en metales las muestras se sometieron a una digestion acida con agua
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regia, en un microondas de laboratorio. Posteriormente se llevaron a un volumen de 10
mL con agua, se centrifugaron y se analizaron por espectrometria de absorcién con una
llama de acetileno-aire.

El contenido en metales pesados cumple con la legislacion vigente (véase Tabla II-6 de la
introduccién), poseen un 40% de materia organica, un pH de 7,2 y su composicién
mineral se encuentra dentro de los valores medios recogidos por Felip6 y Garau (1987).
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Tabla lI-5: Caracteristicas fisicoquimicas del suelo.

Prof. Suelo H Ar/L/Arc C.O.T. N Ca/Mg/K ciC Filosil. Mont. cC
(cm) P % gkg” % (cmol Kg™) (cmol Kg™) % % (1/3 bar %)
0-25 8,5 31/58/11 92 0,13 35,6/3,2/0,19 7,9 30 6 27
50-75 9,0 33/60/7 45 - 33,6/2,7/0,10 6,2 33 10 24

100-110 8,5 28/63/9 36 - 37,2/3,6/0,09 6,8 39 6 28
Ar/L/Arc = Arena/Limo/ArciIIaTl-:'ilosil.: filosilicatos; Mont.: Montmorillonita; Contenido de CO;Ca en la capa arable = 34%
Tabla 1l-6: Caracteristicas del lodo de depuradora.
pH C.O.T. Ac. Himicos Ac. Fulvicos cd Cr Pb Zn Ni Cu
g kg’ (%) (%) (mg kg™)
103 284

7.2 23 1,6 0,47 2,5 60 349 772
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3 Metodologia

3.1 Extraccion de soluciones acuosas diluidas

La extraccion de soluciones acuosas diluidas se realiz6 mediante SPE en cartuchos C18.

El procedimiento utilizado fue el siguiente: acondicionamiento con 5 mL de tolueno, 5 mL
de metanol y 10 mL de H,O MilliQ; paso de 200 mL de muestra, a un flujo de unos 15 mL
min™, y lavado del material con 10 mL de H,O MilliQ; secado del cartucho aplicando vacio
durante 30 min y elucién con 3 x 0,5 mL de tolueno, pasando la muestra por sulfato
sodico anhidro y lavando el sulfato con 0,5 mL de tolueno.

Una vez procesada la muestra se llevaba a sequedad en corriente de N, y se redisolvia
en 0,2 mL de hexano PAR. Para su inyeccion se le ahadian 25 uL de bromofos a una
concentracion de 5 mg L™, se introducia en un microvial de 200 pL y se cuantificaba con
la curva METMIPI.

En las pruebas previas cuando se utilizaron mezclas de dos disolventes, el procedimiento
empleado consisti6 en el acondicionamiento de los cartuchos con 5 mL de cada
disolvente organico elegido, seguido de 5 mL de metanol y 10 mL de H,O MilliQ. A
continuacién se pasaban 200 mL de una solucién acuosa preparada a 0,1 ug L™ a un flujo
de unos 15 mL min™, y se lavaba el material con 10 mL de H.O MilliQ. El cartucho se
dejaba secar con el paso de vacio durante 30 min y la elucidn se realizaba con fracciones
de 0,5 mL del disolvente /s empleado /s en el proceso de acondicionamiento del cartucho,
pasando la muestra por sulfato sédico anhidro. Finalmente el sulfato se lavaba con 0,5
mL de disolvente y la muestra se procesaba de la forma descrita anteriormente.

3.2 Extraccion de soluciones acuosas concentradas

EXTRACCION POR MICROONDAS (MAP)

Se parte de una solucion acuosa a 5 mg L™ preparada de la forma descrita en el apartado
2.5.b, de la que se toma una alicuota y se le afiade un volumen de una mezcla de
hexano:tolueno (HT) 1:1. La muestra se introduce en un tubo de vidrio POBEL 17 con
tapén de rosca y se agita en un agitador de tubos.

Una vez agitada la muestra, se coloca dentro de un vaso de precipitados en el centro de
la cavidad del microondas, y se extrae en las condiciones que se describen en el disefio
(Tablas 1I-9 y 1I-10). Finalizado este paso, los tubos se introducen en el congelador
durante el tiempo necesario para que se congele la fase acuosa, y a continuacién la fase
organica se trasvasa a un tubo de ensayo donde se le afiade la cantidad necesaria de
P.l. para su cuantificacion (25 uL de bromofos a 100 mg L.

La determinacidn analitica se realiza segun lo descrito en el apartado 2.4.
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MICROEXTRACCION LiQUIDO-LIQUIDO (micro ELL)

Se toma 1 mL de la solucion patrén a 5 mg L™, y se agita con 2 mL de una mezcla HT
(1:1), la fase orgénica se separa y se seca pasandola por 2 g de sulfato sdico anhidro.
El proceso se repite dos veces, utilizando 2 y 1 mL de la mezcla orgénica. Por ultimo el

sulfato sddico se lava con 0,5 mL de HT (1:1) y se le afiade el patron interno antes de su
inyeccion.

La determinaci6n analitica se realiza seg(n lo descrito en el apartado 2.4.

EXTRACCION POR AGITACION (VORTEX)

1 mL de la solucién patrén se agita en el agitador de tubos con 2 mL de HT (1:1). La
muestra se congela y se procesa de la forma descrita anteriormente.

La determinacién analitica se realiza seg(n lo descrito en el apartado 2.4.

3.3 Extraccion de muestras de suelo

Se utilizaron suelos de la capa superficial, tamizados (<2 mm) y esterilizados mediante
autoclavado, irradiacién con rayos gamma o adicién de timerosal.

Para el autoclavado, las muestras de suelo se sometieron durante tres dias a tres
sesiones, de 1 hora de duracién cada una de ellas, de vapor fluente a 90 °C. Transcurrido
este tiempo se dejaba secar al aire y se tamizaba (<2mm) para homogeneizar la muestra.

La esterilizacién con timerosal se realiz6 con la adicion a saturacion de una solucién del
compuesto al 2 por mil a la muestra de suelo. Posteriormente se dejo secar al aire y se
tamizo para su posterior utilizacién.

La irradiacion de las muestras de suelo se llevd a cabo con una fuente de Co-60,
utilizando una dosis de 25 kGy durante 67,3 h, en los laboratorios de la Swiss Federal
Research Station de Wadenswil (Suiza) (Zehnder, 1974).

Como disolventes para la extraccién se emplearon acetona y una mezcla HT (1:1). Los
criterios elegidos fueron por un lado la elevada solubilidad de metidation en acetona y
tolueno, y por el otro la volatilidad de los mismos, por lo que se utilizé una mezcla HT en
lugar de tolueno puro, debido a la necesidad de la concentracion posterior de la muestra.

La preparacién de muestras adicionadas con metidation se hizo por adicién sobre una
cantidad pesada de suelo del volumen de solucién de metidation necesario para que la
concentracién final fuese de 0,1 ug g”, dosis de las habitualmente aplicadas en campo
(de Linan, 2000). La mezcla se dejaba en contacto 2h en camara termostatizada a 15 °C,
y no se homogeneizaba debido a que las muestras eran extraidas en su totalidad.

En primer lugar se hizo un screening de la influencia de la humedad, y se realizaron
ensayos con 6 réplicas de 30 g de suelo adicionado con metidation y esterilizadas con
timerosal, autoclavado o irradiado, a distintos porcentajes de humedad (10, 23,3, 30 y
40 %, referidos a peso de suelo seco) y con el empleo de acetona o HT(1:1) como
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disolventes. El procesamiento posterior de las muestras fue distinto dependiendo del
disolvente empleado.

La extracciéon con HT se realiz6 durante 2h con 75 mL de la mezcla de disolventes. Tras
la extraccion, la muestra se dejaba enfriar y se concentraba en rotavapor a 70 °C hasta
casi sequedad. A continuacion, la muestra era trasvasada a un vial con 3 x 0,5 mL de
hexano y concentrada en corriente de nitrdgeno hasta un volumen final de 1 mL. Para su
inyeccion se le adicionaba un volumen de 25 pl.de P.l. a 100 mg L™

En el caso de la acetona, la extraccion se llevd a cabo con 75 mL durante 2h. Una vez
enfriadas las muestras, se concentraron en rotavapor a 40 °C hasta el minimo volumen
posible, dada la cantidad variable de agua en el extracto, debida a la humedad del suelo.
Para la extraccion del analito se tomé una alicuota de 1 mL y se utilizd el procedimiento
de extraccion por microondas descrito en el apartado 4.1, debido a que la muestra final
era fundamentalmente acuosa.

Para el estudio del efecto matriz en la extraccion con Soxhlet, se realizaron varios
ensayos con suelo adicionado con metidation en las condiciones anteriormente descritas,
s6lo (S) o enmendado con lodos de depuradora (SL), con el surfactante (SS) o con una
combinaciéon de ambos (SLS). La enmienda con lodos se hizo por pesada y adicién al
suelo de la cantidad correspondiente. La del surfactante se realiz6 por adicién de entre 2
y 20 mg del surfactante catiénico TDTMA, partiendo de soluciones acuosas del mismo a
10 cmc y 100 cmc respectivamente. La aplicacion de distintas cantidades de surfactante y
lodo responde a la forma de trabajo empleada en estudios posteriores.

4 Resultados y discusion

4.1 Soluciones acuosas diluidas

Existen dos métodos principales de extraccion de plaguicidas de soluciones acuosas: la
extraccion liquido-liquido (ELL), procedimiento mediante el cual el soluto pasa de la fase
acuosa a una fase organica en la cual es mas soluble, y la extraccién en fase sdlida
(SPE), por la que la solucién que contiene el analito se hace pasar a través de una
columna en la que el analito queda retenido.

Una técnica muy empleada en el andlisis de residuos de plaguicidas en soluciones
acuosas es el método de extraccion en fase sédlida, ya que el volumen de disolvente
necesario es muy pequefio en comparacioén con el necesario en la ELL. La extraccion
liquido-liquido es preferible cuando se sospecha que existe materia organica en
disolucidén, ya que los plaguicidas pueden adsorberse fuertemente a estas sustancias, y
este método de extraccion es mas eficaz (Akerblom, 1995).

Antes de realizar la extraccion de soluciones acuosas que contengan residuos de
plaguicidas existen una serie de consideraciones que hay que tener en cuenta (Akerblom,
1995):
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- El material utilizado debe de ser inerte desde el punto de vista de la adsorcién, y
restringirse a material de vidrio, teflon o acero inoxidable. Tras su lavado con
detergente debe aclararse con agua y un disolvente organico para arrastrar los
residuos que pudiesen quedar.

- Los reactivos sodlidos que se usen deben ser purificados, calentandolos a
temperaturas elevadas (> 400 °C) o extrayéndolos en Soxhlet con un disolvente
organico.

- Realizar lavados del material donde se almacene la muestra para su andlisis con
el disolvente que se utilice para su posterior extraccion, ya puede quedar en parte
adsorbido a las paredes del recipiente que lo contiene.

- Lafiltracién de la muestra puede producir la retencién de parte del analito.

- La presencia de m.o. en la solucion acuosa puede retener a algunos plaguicidas,
disminuyendo asi la recuperacion del método de extraccién. Este es el caso de los
plaguicidas mas hidréfobos, como piretroides, OCls, OPs.

- Adicién de un P.l. al extracto final que corrija las fluctuaciones cromatogréficas,
debidas tanto al proceso de inyeccién como al de deteccion.

Se hicieron pruebas con distintos disolventes organicos para establecer aquéllos que
conducian a las mejores recuperaciones. Los disolventes ensayados fueron: hexano
acetona, tolueno, acetato de etilo, isooctano y mezclas de estos disolventes.

Los resultados obtenidos demostraron que, excepto en el caso de hexano, las
recuperaciones fueron elevadas (Figura II-7).

% Recuperacion

T H A H/A AM AE/NIO
Disolvente

Figura II-7: Pruebas de eleccion del disolvente para
SPE. T: tolueno; H: hexano; A: acetona; M: metanol,
AE: acetato de etilo; 10: isooctano.
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La utilizacién de acetona por si sola 0 en las mezclas, dio problemas en la elucién al
aparecer una especie de granulos gelatinosos que no se evaporaban en corriente de
nitrégeno, por lo que se deseché su utilizacion. Con la mezcla acetato de etilo-isooctano
se obtuvieron buenos resultados, pero debido que el proceso de acondicionamiento era
mas largo, y a la dificultad de evaporacién de la mezcla, se optd por la utilizaciéon de
tolueno para el acondicionamiento y extraccion de las muestras acuosas diluidas.

En las condiciones ensayadas (200 mL de una solucién acuosa preparada a 0,1 ug L")
se comprobd que no existia volumen de ruptura o “breakdown”, acondicionando dos
cartuchos de forma individual, y colocandolos uno encima del otro. Los cartuchos se
eluyeron por separado, y en estas condiciones, se comprob6 que todo el plaguicida era
retenido en el primer cartucho y no pasaba nada al segundo.

Algunos autores (Brooks y col., 1989; McDowall, 1994; van der Horl y col., 1996; Meney y
col., 1998) sugieren la adicion de metanol a la muestra acuosa cuando el volumen de
ésta es elevado, como una forma de mejorar las recuperaciones. El efecto del metanol se
comprobd con la adicién de este disolvente al 2,5, 5y 10 % en soluciones acuosas de
metidation preparadas a 0,1 ug L, que fueron extraidas por el procedimiento descrito
anteriormente. Las recuperaciones obtenidas fueron similares en los tres casos
(116 £ 4 %), por lo que se desechd su uso para la extraccion de volimenes pequenos de
soluciones acuosas del plaguicida.

Para obtener la recuperacion del procedimiento y la influencia del volumen de muestra en
la recuperacion, se realizaron 5 réplicas con soluciones de metidation en agua MilliQ a
0,1 ugL", con volimenes de 200, 100 y 50 mL. Los resultados muestran que la
recuperacion disminuy6é cuando el volumen de muestra que se extrajo fue de 50 mL
(Tabla II-7). Este ensayo se realiz ya que el volumen de agua intersticial de suelo en los
ensayos de campo podia oscilar entre 0 y 500 mL, con una media de 100 mL (Adams y
Thurman, 1991).

Tabla lI-7: Valores de recuperacion en muestras diluidas mediante SPE.
Ensayos con distintos volimenes de muestra.

V (mL) Recuperacion (%) Desvest
200 104,23 13,6
100 99,84 9,5

50 89,51 6,0

Desvest: Desviacion estandar

4.2 Soluciones acuosas concentradas

Para el andlisis de muestras acuosas que contenian el analito en estudio, se puso a
punto una nueva metodologia analitica con ayuda del disefio experimental, basada en la
utilizacién de la energia microondas. El uso de esta técnica en el andlisis de distintos



(

METODOLOGIA ANALITICA 103

compuestos ha experimentado un gran aumento en los Ultimos afios (Paré y col., 1994;
Fournier y col., 1998) debido a su simplicidad, rapidez y bajo consumo de disolventes.

La mayoria de los trabajos consultados emplean la extraccion con microondas en
matrices sélidas (Onuska y Terry, 1993; Lépez-Avila y col., 1994, 1995b, 1995c; Pylypiw y
col., 1997; Diiring y Géath, 2000; Andréa y col., 2001). Pocos son los autores que han
utilizado esta técnica para la extraccion de plaguicidas de muestras acuosas (Chee y col.,
1996). Onuska y Terry (1995) emplean un microondas de cocina para la extraccién de
bifenilos policlorados de muestras acuosas.

Debido a que las microondas son ondas electromagnéticas, pueden actuar como
radiacion electromagnética y producir fenémenos de polarizacién y rotacién en las
moléculas que presentan momento dipolar, sin alterar su estructura.

El proceso de extraccion se basa en las caracteristicas de la radiacién microondas, que
se comporta de distinta forma segun la naturaleza quimica de las sustancias a las que se
aplica. El parametro que se utiliza para medir el nivel de adsorcién es el valor de la
constante dieléctrica: cuanto mayor es este valor, mayor es el grado de absorcién de la
energia microondas. Muchos disolventes organicos son transparentes a la radiacién
microondas debido a que presentan un bajo valor de la constantes dieléctrica, todo lo
contrario a lo que ocurre con el agua. La aplicaciéon de radiacion microondas a la muestra
se traduce en un aumento de la temperatura en la fase acuosa, que facilita que los
compuestos organicos pasen a la fase organica en la cual son més solubles.

Por otro lado, la utilizacién de disefios experimentales en la optimizacion de métodos de
extraccion por microondas ha sido empleada por varios autores (Carro y col., 1997;
Egizabal y col., 1998; Campos y col., 1998), ya que permite reducir el nimero de
experiencias a realizar, y al mismo tiempo, determinar las variables que intervienen en el
proceso.

De entre todas la variables que podian intervenir en el proceso de extraccidon se
seleccionaron el volumen de muestra (VM), tiempo de calentamiento (TC), niumero de
calentamientos (NC), volumen de la mezcla de disolventes seleccionados (VD),
proporcion de los disolventes en la mezcla extractante (HP) y la potencia del microondas
(PM). Los valores entre los que oscilaron los parametros seleccionados aparecen
descritos en la Tabla I1-8.



104 CAPITULO Il

Tabla 1I-8: Valores de los parametros estudiados en el disefio experimental.

Variable Valor mas bajo Valor mas alto
VM: Volumen de muestra (mL) 0,5 3
NC: Nimero de calentamientos 1 7
TC: Tiempo de calentamiento (s) 30 120
VD: Volumen de fase organica (mL) 1 3
| PM: Potencia del microondas (%) 50 100
| HP: Proporcién de hexano 20 80

Para determinar qué parametros intervenian en el proceso de extraccidn se utilizé un
‘ disefio factorial 2°2 segln la matriz del disefio que aparece en la Tabla 1-9. Los
| experimentos se llevaron a cabo de forma individual, y en el orden que indica la matriz.
|

Tabla II-9: Matriz del disefio factorial 252

Experiencia VM NC TC VD PM HP Recup.
(mbL) (s) (mL) (%) (%) (%)
| 1 0,5 7 120 3 50 80 91,4
| 2 3 1 120 1 50 80 89,45
3 3 1 30 3 100 80 88,14
4 3 7 120 3 100 80 92,14
5 0,5 7 30 3 100 20 100,78
| 6 0,5 1 120 1 100 80 97,80
| 7 3 7 120 1 100 20 87,68
8 1,75 4 75 2 75 50 96,07
9 1,75 4 75 2 75 50 98,40
‘ 10 0,5 7 120 1 50 20 101,66
| 1 0,5 7 30 1 100 80 91,20
| 12 3 1 120 3 50 20 90,23
13 3 1 30 1 100 20 91,56
14 3 7 30 3 50 20 85,77
| 15 0,5 1 30 3 50 80 81,03
16 0,5 1 30 1 50 20 100,01
17 0,5 1 120 3 100 20 91,40
18 3 7 30 1 50 80 85,98
19 1,75 4 75 2 75 50 99,86

El andlisis de los resultados se realizo utilizando el paquete estadistico Statgraphics Plus
3.1. El ANOVA de los resultados del disefio factorial 262 mostré que sélo el volumen de
muestra (VM) y la proporcién de hexano en la mezcla (HP) presentaban efectos
significativos con valores del estadistico por debajo o muy cercanos al nivel de
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significacion (p =0,0285 y 0,0529 respectivamente). El resto de las variables estudiadas
(PM, NG, VD, y TC), no presentaron un efecto significativo (p > 0,05), y por esta razén se
eliminaron las variables PM y NC. Sin embargo, las variables VD y TC no fueron
rechazadas, al estar implicadas en interacciones de segundo orden con un valores muy
cercanos al nivel de significacion (p = 0,0500 y p = 0,0543).

Tras la seleccion de los parametros que intervenian en el proceso de extraccion, se
amplié el disefio para determinar la superficie de la respuesta. La ampliacién del disefio
se llevd a cabo con un nuevo disefio factorial 2* al que se afadieron seis puntos
centrales, lo que dio lugar a lo que se denomina “Central Composite Blocked Cube-Star
Design”. La realizacién de este disefio implico la adiciéon de once experimentos mas, que
se describen en la matriz representada en la Tabla II-10.

Tabla II-10: Central Composite Blocked Cube-Star Design (Disefio factorial 2%).

Experiencia VM TC VD HP %Recup.
(mL) (s) (mL) (%) (%)
90.30
20 0,2 75 2 50 91,00
21 1,75 75 2 50 94,60
22 1,75 75 2 0 81,24
23 1,75 75 2 100 92,95
24 1,75 75 2 50 101,07
25 1,75 75 2 50 83,58
26 1,75 75 0,5 50 87,15
27 1,75 75 4,15 50 89,03
28 1,75 0 2,0 50 89,03
29 45 75 2,0 50 86,77
30 1,75 172 2,0 50 102,87
Check points
31 1 60 1 90 83,79
32 2 10 1,5 30 92,82
33 1,5 90 35 60 97,83
34 1 70 2 50 90,10
35 0,5 95 1,72 33 99,24
36 2 120 1,5 40 99,17

El ANOVA de los resultados indicé que los cuatro factores seleccionados, asi como
algunos términos cuadraticos en los que intervenian, eran significativos, y el valor no
significativo del ajuste, indica que nuestro datos se ajustan al modelo propuesto.

Por tanto, los datos obtenidos se utilizaron para la obtencion de la ecuacién del polinomio
de segundo orden (Tabla 1I-11) que permite calcular las superficies de respuesta (Figura
11-8) y el valor de las recuperaciones tedricas (Tabla 1i-12).
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Tabla lI-11: Coeficientes de la ecuacién polinémica de segundo orden.

Variable Coefri:;:;?znde la Variable Coe:i:;:;cieznde la
Constante 100 VM *VM -1,02
VM -3,59 VM *VD 1,38
TC -0,031 VM * HP 0,055
VD 6,02 TC*HP 0,0015
HP -0,094 VD *VD -2,27
HP * HP -0,0019

La confirmacién de la validez del procedimiento de extraccion se obtuvo con el
procesamiento de seis puntos a distintas condiciones experimentales (check points,
Tabla 1I-10). Usando la ecuacion polindmica de segundo orden de ajuste al modelo
(Tabla II-11), se compararon los valores experimentales con los tedricos (Tabla 1I-12),
confirmandose que la ecuacién propuesta por el modelo es una herramienta adecuada
para la prediccion de los resultados.

Tabla II-12: Comparacién entre los valores experimentales y los obtenidos con el modelo.
Intervalo de confianza del 95%.

Experiencia Va_llor Valores tedricos
experimental Media Valor inferior Valor superior

31 83,8 87.4 834 91,4
32 92,8 95,6 91,7 99,4
33 90,1 90,2 86,6 93,8
34 97,8 97,2 94,6 99,7
35 99,2 100 96,1 103
36 99,2 96,7 94,5 101

De las representaciones de las superficies de respuesta (Figura 11-8), se deduce que el
factor volumen de disolvente (VD) limita la recuperacién maxima que se puede obtener
hasta el 97%, por lo que se escogi6é un valor de 2 mL para este factor, al ser facilmente
medible y encontrarse dentro del intervalo de volimenes con los que se obtienen los
resultados 6ptimos (1,4 y 2,3 mL). Del resto de los factores se puede observar que,
cuando disminuye el volumen de muestra y la proporcién de hexano en la mezcla, o
cuando aumenta el tiempo de calentamiento, aumenta la recuperacion.

Por todos estos motivos, y teniendo en cuenta las condiciones de manejo del
procedimiento se decidi6 trabajar con 1 mL de muestra, 2 mL de HT en una proporcién
1:1, 50% de potencia del microondas y durante 100 s. En estas condiciones, segun el
modelo tedrico, los valores maximos de recuperacién para metidation estarian
comprendidos entre el 96 y 97 %. La determinacidn de la varianza experimental se realiz6
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con la desviacion estandar de los puntos centrales del modelo, obteniéndose un valor del
4,1 %.

metidahion
metidation

101

97
95
93
91

metidation
metidation

metidation
metidation

TC

Figura 11-8: Superficies de respuesta del modelo propuesto.

4.2.a Extraccion simultanea de metidation, malation y metil azinfos. Comparacién
con los métodos convencionales

Debido a la necesidad de procesar un elevado nimero de muestras, se estudid la eficacia
del proceso de extraccién con grupos de 6, 12 y 24 muestras de forma simultanea. Para
ello, se prepar6 una solucién patrén a 5 mg L, que contenia a los plaguicidas metidation,
malation y metil azinfos, se extrajo bajo las condiciones optimizadas del disefio (2 mL HT
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(1:1), 50 % PM, 100 s) y se compararon los valores con los obtenidos de la extraccion
individual (Figura 11-9).

Los resultados del analisis estadistico mostraron que las recuperaciones eran
significativamente distintas (p< 0,05) de la extraccién individual. Salvo en el caso de la
extracciéon en grupos de seis muestras, en las que la diferencia es tan pequefia que se
puede despreciar, en el resto de las extracciones multiples estudiadas las recuperaciones
fueron inferiores. Los resultados indican que cuando el nimero de muestras aumenta la
energia del microondas es insuficiente para mejorar la extraccion.

oli@6i @12i @24i @12f @24f
120 - - _

% Recuperacién

Figura 11-9: Resultados obtenidos con las
condiciones optimizadas iniciales (i) y las finales (f)
para la extraccién simultanea de muestras.

Debido a esto se midieron las temperaturas en los tubos de extraccion bajo las
condiciones de trabajo ensayadas, encontrandose valores de: 37,7 + 4 °C, para los
grupos de seis muestras, 34,5 = 3 °C en el caso de grupos de 12 muestras y 35,5 + 3 °C
para los 24 tubos. Para mejorar las recuperaciones se realizaron una serie de
experiencias aumentando el tiempo de calentamiento y la potencia del microondas, en la
extracciones de grupos de 12 y 24 muestras. Los resultados de estas experiencias
mostraron que para grupos de 12 muestras las condiciones de extraccion dptimas eran
100 s de calentamiento y 75 % de potencia, mientras que para los grupos de 24 se
necesitaban 150 s de calentamiento y una potencia del 100 %. La dependencia de la
temperatura y cantidad de muestra en la extraccion por microondas de plaguicidas ha
sido demostrada por otros autores (Bouaid y col., 2000). Lopez-Avila y col. (1998) en un
estudio de extraccion de varios plaguicidas OPs de muestras de suelo utilizando la
energia de las microondas, encuentra que en este caso la temperatura es el factor que
mas afecta a la recuperacion de este tipo de compuestos.
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Para evaluar la exactitud del método se realizaron seis extracciones individuales de una
muestra problema preparada a 5 mg L' mediante MAP, microELL y agitacién en Vortex
(Figura 11-10). EI método de extracciéon con Vortex ha sido empleado por otros autores
para la extraccion de plaguicidas (DiVincenzo y col.,1996; Konstantinou y col., 2001).

El ANOVA de los resultados muestra que existen diferencias significativas (p < 0,05)
entre los tres métodos, para los tres plaguicidas estudiados. Los valores mas altos de
recuperacion se obtuvieron con el método de extraccién en microondas para metidation y
malation. En el caso de malation los valores obtenidos en la extraccion con MAP y
microELL son similares y no difieren de forma significativa (p = 0,645). Con azinfosmetilo,
MAP obtiene los valores de recuperacion mas bajos, si se comparan con metidation y
malation, pero son tres veces mas altos que los obtenidos por los otros métodos
empleados.

BMw @ Vortex gmicroELL

120

% Recuperacién

Mal. Met. Metazinf.

Figura 1I-10: Comparacién entre distintos
métodos de extraccion.

En general, MAP siempre conduce a recuperaciones mayores que el método de agitacion
o la microELL. El poco tiempo necesario para la extraccion de la muestras, la posibilidad
de la extraccion simultdnea de varias muestras y los bajos volimenes de disolvente
necesarios hacen que el procedimiento estudiado se haya utilizado para la extraccién de
soluciones acuosas concentradas de metidation.
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Tabla I-13: Precisién de método de extraccion MAP.

Precision Metidation Malation Metil azinfos
Sa 5,75 4,67 7,92
Sp 4,33 5,20 3,73
Stotal™ 7,14 6,98 8,76

2 2 2
*Stotal=sa+sb

Para evaluar la precisién de las medidas mediante MAP, se extrajeron seis alicuotas
distintas de una solucion patrén que contenia los tres plaguicidas, cada dia (s,) y el
proceso se repitid cuatro veces (s,) . La varianza total de las medidas (Sita) S€ Obtuvo
como la raiz cuadrada de la suma del cuadrado de la varianza de cada una de las
experiencias. Las condiciones de extraccion en MAP para los distintos casos
considerados se muestran en la Tabla 11-13.

Tabla lI-14: Condiciones de extraccion para MAP.

Condiciones N° Muestras
Extraccion 1 6 12 24
Vol. Muestra (mL) 1
Vol. Disolventes (mL) 2 HT (1:1)
TC (s) 100 100 100 150
% W* 50 50 75 100

* W: potencia del microondas.

4.2.b Estabilidad de las soluciones acuosas concentradas de metidation.

Muchos de los plaguicidas OPs son inestables, lo cual puede ser un ventaja desde el
punto de vista medioambiental, y un inconveniente desde el punto de vista analitico
(Bourne, 1978; Lacorte y col., 1995a). Pero en otros casos, se ha observando una mayor
persistencia (Lacorte y col., 1995b), lo representa un riesgo medioambiental sobre todo
para la vida acuética (Rechcigl y col., 2000). La hidrdlisis quimica y la degradacion
microbioldgica son las principipales vias de degradacion de este tipo de compuestos
(Crosby, 1970; Smith y col., 1978; Walker y col., 1988; Wolfe y col., 1990; Jeannot, 1994).
La hidrélisis dependera de la estructura, pH, temperatura, tipo de disolvente usado, y de
la presencia de agentes cataliticos, como pueden ser las arcillas u 6xidos metalicos
(Sanchez-Camazano y Sanchez-Martin, 1983; Dannenberg y Pehkonen, 1998).

La necesidad de almacenar las soluciones acuosas de metidation nos llevé a realizar un
estudio de la degradacién de soluciones a distintas concentraciones (10, 20, 30 y
40 mg L), y conservadas a 5° C en condiciones de oscuridad.
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Por otro lado, debido a que el pH del suelo en estudié es basico, se estudi6 el efecto del
mismo sobre una solucién preparada en H,O MilliQ a 10 mg L™. Para ello se separaron
tres alicuotas, en una de ellas se afiadieron unas gotas de HCOs (1 N) con la que se
obtuvo un valor de pH de 8,5, y con otra solucién 0,1 N de COs? se modificé el pH de la
segunda alicuota hasta obtener un valor de 9,6. La tercera alicuota preparada en agua
MilliQ se utilizé6 como control, obteniéndose un valor de pH de 6,5. Todas la soluciones se
almacenaron en camara termostatizada a 15 °C y en ausencia de luz durante 19 dias
(periodo durante el cual el pH no se modificé) y fueron extraidas por duplicado a
diferentes intervalos.

Finalmente se estudié el efecto que producia en la degradacién del insecticida la
presencia de timerosal a una concentracién del 2 %q. Timerosal es una sal merctrica que
se emplea en la esterilizacion de muestras de suelo (Metzger y col., 1996 y que sera
empleado en estudios posteriores de degradaciéon del plaguicida. Para ello se prepard
una solucion acuosas de metidation a 30 mg L que fue dividida en dos alicuotas, una de
ellas se utilizé6 como control, y a la otra se le afiadié timerosal hasta que la concentracion
en la solucién alcanzd el valor anteriormente indicado. Las dos soluciones se
almacenaron en camara termostatizada a 15 °C, en condiciones de oscuridad y se
extrajeron por duplicado a distintos intervalos.

Todas las extiracciones fueron realizadas siguiendo el método de extraccion MAP,
descrito en el apartado 4.1.

Del andlisis de la degradacion de soluciones acuosas preparadas a distintas
concentraciones y almacenadas a 5°C (Figura 1i-11, Tabla 1I-15), se deduce que la
degradacion del plaguicida en estas condiciones es lenta en todos los casos,
presentando tiempos de vida media (t,,) superiores a 280 dias. Lartiges y Garrigues
(1995b) también encuentran ti, elevados (>200 dias), en soluciones acuosas de
plaguicidas OPs conservados a 6°C.

o10mgl 20mg/  30mgl x40 mgh x Met o Met + Timerosal
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Figura II-12: Estudio de la degradaciéon de Figura IlI-11: Estudio de la presencia de
soluciones acuosas concentradas timerosal en la degradaciéon de metidation a
almacenadas a 5°C. 15 °C.
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La presencia de timerosal a la concentracién citada anteriormente no aumenta la
degradacion del insecticida, ya que los resultados obtenidos son similares a los de la
solucioén control (Figura 11-12, Tabla 1I-15).

Estos resultados concuerdan con los resultados obtenidos por Bourne (1978) quien
encuentra que la refrigeracion de soluciones acuosas de varios plaguicidas OPs a 4°C es
una buena técnica para preservarlas. Kyriakidis y col. (2000) demuestran que metidation
en muestras acuosas adicionadas, no sufren una degradacion rapida si se almacenan a
temperaturas entre 0 y 15°C. La degradacion se ajusta al modelo exponencial de primer
orden, obteniéndose tiempos de vida media de 114 dias cuando se almacenan 15 °C, y
de 385 dias, cuando se mantienen a 5°C.

Los resultados del estudio de la influencia del pH en las condiciones anteriormente
descritas (Figura II-13, Tabla 1I-15) muestran que la degradacion del plaguicida depende
del pH y del tiempo transcurrido. Cuando el tiempo de incubacién es corto (< 7 h) la
degradacion del plaguicida es despreciable y similar en los tres casos estudiados. Sin
embargo, transcurrido mas de un dia desde su preparacion se observa que existen
diferencias en la degradacion de las tres soluciones preparadas, siendo mayor en las
soluciones con valores de pH de 6,5 y 9,5 que la preparada a pH= 8,5.

Tras su ajuste a una ecuacion exponencial de primer orden se pudieron obtener tiempos
de vida media de 96, 178 y 693 dias respectivamente, lo que indica que en estas
condiciones la estabilidad de las soluciones acuosas de metidation es mayor cuando el
pH alcanza valores cercanos a 8,5.
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Figura 1I-13: Efecto del pH en soluciones acuosas de metidation
conservadas a 15°C en condiciones de oscuridad.
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Por otro lado también se puede observar en la Tabla II-15, la degradacién de metidatién
también se ve afectada por la temperatura (t,,=462 dias a 5 °C, y 96 dias a 10 °C), lo que
sugiere que la hidrélisis puede ser la principal forma de degradacion (Frank y col., 1991).

Lacorte y col. (1995b), estudian la degradacion de metidatién en soluciones acuosas de
agua de rio a pH = 8-8,5, T=21 °C, expuestas a la luz natural. En estas condiciones los
ty2 encontrados oscilan entre 9,9 y 6,5 dias, lo cual indica la importancia de las
condiciones ambientales en la degradacion de metidation, y apunta que la degradacién
sea debida mayoritariamente a procesos fotoliticos y de tipo microbiolégico, que no han
estado presentes en nuestro ensayo debido a las condiciones del experimento.

4.2.c Estudio de la adicién de surfactantes: efecto matriz

El empleo de surfactantes en los estudios de adsorcion del plaguicida nos llevé a
investigar el efecto de su presencia en las recuperaciones de soluciones acuosas de
metidation. Para ello se prepararon soluciones del insecticida a una concentracién de 10
mg L', y se le adicionaron distintas cantidades de los tres tipos de surfactantes
empleados (LAS, TDTMA y T80) hasta obtener concentraciones en solucién de 1, 0,1 y
10 cmc, de cada uno de ellos. En estas condiciones fueron extraidas por triplicado
alicuotas de cada una de la soluciones siguiendo el procedimiento descrito en el apartado
4.1. Los resultados obtenidos aparecen en la Figura II-3.

En el proceso de extraccion se observd en algunos casos la presencia de emulsiones. La
aparicion de emulsiones durante los procesos de extraccion de compuestos hidréfobos
de soluciones acuosas ha sido descrita por varios autores (Pennell y col, 1997;
DiVincenzo y col.,1996). En nuestro caso la destruccién de las mismas se consiguid
repitiendo el proceso de congelacién al menos dos veces (tras la descongelacion de la
muestra extraida), hasta conseguir la separacion total de la fase acuosa.

De los resultados obtenidos podemos concluir que la presencia de T80 es la que menos
influye en la recuperacién de metidation de las muestras acuosas. Tanto para LAS como
para TDTMA se observa una disminucién en las recuperaciones del insecticida que
dependera de la naturaleza del surfactante y de su concentracion.

% Recuperacién
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Figura il-14: Efecto de la adicién de
surfactantes en la extraccién por Mw de
soluciones acuosas concentradas.
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Tabla lI-15: Pardmetros del ajuste a la ecuacion de primer grado C=Coe™ en el estudio de la degradacion de soluciones acuosas de metidation.

Influencia de la concentracién

Influencia del pH

Influencia timerosal

Conc (mg L") 10 20 30 40 10 30
Temp. 5°C 15°C 15°C
pH 6,5 6,5 8,5 9,5 Control 2% timerosal
Co 8,92 21,60 31,04 36,93 8,50 8,63 8,25 28,21 28,81
Kx10° 1,5 1,8 2,4 2,1 7 1 4 8,1 8,5
R? 0,6792 0,8900 0,9039 0,7896 0,9990 0,9183 0,9764 0,9644 0,9416
ti 462 385 289 330 96 693 178 86 82
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4.3 Muestras de suelo

Para la extraccién de muestras de suelo adicionadas con metidation, se intentd poner a
punto una nueva metodologia de extraccién en microondas ya utilizado con éxito para el
analisis de distintos contaminantes por distintos autores (Onuska y Terry, 1993; Molins y
col., 1996; Font y col., 1998; Xiong y col., 1999; Diiring y Géth, 2000; de Andréa y col.,
2001). Para ello, se hicieron pruebas de extraccién por agitacién con o sin microondas,
utilizando el microondas de cocina anteriormente empleado. Se extrajeron muestras de 2
g de suelo adicionado con metidation a una concentracién de 0,1 ug g", con distintas
mezclas de disolventes, y se estudié la influencia de parametros tales como tiempo,
ndmero de calentamientos, y la presencia o ausencia de agua.

Los resultados obtenidos ademés de ser poco reproducibles, tenian el problema de la
separacion de la fase organica del suelo, por lo que se opté6 por la extraccién con Soxhlet.

La necesidad de extraer muestras con distintos contenidos en humedad, y del empleo de
diversos métodos de esterilizacion en el suelo para el estudio del comportamiento del
plaguicida, nos llevé a investigar la influencia de estos factores en la extraccién de
metidation de muestras de suelo.

Segln la bibliografia consultada todos los métodos de esterilizacion llevan consigo la
alteracién de las propiedades del suelo (Wolf y col., 1989) (Tabla 1I-16), siendo los
métodos por autoclavado y quimicos los que mas cambian la estructura y las propiedades
quimicas del suelo (Grosby, 1970). La ventaja del empleo de los métodos de
esterilizacion, es que consiguen distinguir la degradacién quimica y microbiolégica del
plaguicida en el suelo.

Tabla lI-16: Principales inconvenientes de la utilizacion de métodos de esterilizacion en suelo
(Guth, 1981; Wolfe y col., 1990).

Método Consecuencias

Autoclavado - Puede ser poco eficaz en matar esporas (Tuominen y
col., 1994), e inducir cambios pH (Berger y Wolfe, 1996).
- lLas altas presiones y temperaturas alteran las superficies
del suelo y descomponen la m.o. del suelo.
- Destruccion del sistema generador de radicales libres del

suelo.
y —irradiacién - Disminucién de la actividad enziméatica de microbios y
plantas.
- Destruccion del sistema generador de radicales libres del
suelo.
Esterilizacion quimica - La adsorcién de elevadas cantidades de producto puede
alterar las propiedades quimicas y de adsorcion del
suelo.

- En funcién de la cantidad empleada, pueden no
eliminarse por completo los microorganismos del suelo.
- Puede maodificar el pH del suelo o sedimento.
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Los resultados obtenidos (Figuras 11-15 y 1I-16, Tabla II-17) muestran que el grado de
humedad de la muestra, el método de esterilizacion empleado y las caracteristicas del
disolvente influyen en el proceso de extraccion.

@Autoclavado g Timerosal plrradiado @Autoclavado ggTimerosal mirradiado
120 - SEN : 120 -
100 | 100 - - — — _ .
5 80 $§ el BT - L_--___.
5} ‘C
o 8
% 60 % 60
b &
2 b ® 40
20 20 |
04 0 L . .
10 23,3 30 40 10 23,3 30 40
% Humedad % Humedad
Figura lI-15: Extraccién con HT (1:1) de Figura II-16: Extraccién con acetona de
muestras de suelo con distintos muestras de suelo con distintos
contenidos de humedad. contenidos de humedad.

En el caso de la extraccion con HT, no existen diferencias en la extraccién de suelos
autoclavados o irradiados, sin embargo se observa una disminucion en las
recuperaciones obtenidas cuando el porcentaje de humedad es superior al 23,3 %. Las
peores recuperaciones se obtienen con suelos esterilizados con timerosal. De los
resultados obtenidos se puede deducir que la utilizacion de disolventes organicos
apolares inmiscibles con agua impiden la extraccion de la totalidad del insecticida, sobre
todo cuando el grado de humedad de la muestra es muy elevado. Por otro lado, el
timerosal, con una estructura molecular organica y un elevado peso molecular, puede
competir con las moléculas de insecticida en el proceso de extraccion reduciendo mucho
las recuperaciones obtenidas.

La utilizacion de acetona como extractante conduce en general a recuperaciones
similares o superiores a las obtenidas en el caso anterior, siendo mas importante este
efecto en las muestras con mayores porcentajes de humedad. Este hecho puede
achacarse a sus caracteristicas polares y a su alta miscibilidad con el agua. También se
observa una disminucion de las recuperaciones cuando aumenta el grado de humedad,
pero mucho menos acusada que en el caso anterior. En este caso no existe tanta
diferencia entre el método de esterilizacién empleado, lo que nos lleva a la conclusion de
la importancia de la eleccion del disolvente. En todos los casos se obtuvieron las mejores
recuperaciones con suelos autoclavados e irradiados, lo que confirma la hipétesis de la
competencia de la molécula de timerosal en la extraccion.
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Una posible explicacién de la importancia del grado de humedad en la extraccion con HT
puede ser la forma de tratamiento de la muestra. Los extractos obtenidos eran
concentrados en rotavapor hasta un pequefio volumen, y posteriormente concentrados a
sequedad en corriente de nitrégeno. Dado que el volumen de agua en la muestra iba de 3
a 12 mL, existia la posibilidad de encontrar cantidades residuales de agua en los
extractos. Esta agua podria explicar por un lado las bajas recuperaciones obtenidas, y
por el otro las altas desviaciones obtenidas, debido a que se requeria un tiempo mas
largo en el proceso de evaporacién de la muestra que cuando se empleaba acetona
como extractante. En la extraccion con acetona la concentracion se realiz6 en evaporador
rotativo, pero en solucion acuoso-aceténica se extrajo por el método Mw, sin necesidad
de evaporacion a sequedad.

También se realizaron experiencias aumentando el tiempo de extraccién con acetona a
un porcentaje de humedad fijo del 23,3 % (Tabla l-17), realizdndose seis réplicas en
cada caso, y con los tres tipos de suelo empleados. Se comprobd que el aumento del
tiempo de extracciéon incrementé en todos los casos las recuperaciones obtenidas,
incluso en el caso de suelos esterilizados con timerosal, con el que de nuevo se
obtuvieron los valores mas bajos. Sin embargo la utilizacién de tiempos de extraccion
largos no es interesante desde un punto de vista practico, sobre todo cuando el nimero
de muestras a procesar es muy alto.

La importancia de la eleccién del método de esterilizacion empleado ha sido descrita por
algunos autores (Guth, 1981; Tuominen y col., 1994; Berger y Wolfe, 1996). Aronstein y
col. (1991) proponen el método de autoclavado o irradiacién del suelo para no cambiar
las propiedades fisico-quimicas de éste.

Otros autores (Wolf y col., 1989; Tuominen y col., 1994) recomiendan por el contrario la
esterilizacién quimica (HgCl,, formaldehido) por ser ésta la que mejor controla la
poblaciéon microbiana durante mas tiempo (3 meses) y por su capacidad de matar
esporas. También hay que tener en cuenta que la adicion de formaldehido al 1% reduce
el pH, y esto puede tener un efecto adverso en el comportamiento de ciertos plaguicidas.

Getzin y Rosefield (1968) estudian la influencia del método de esterilizacion de suelos en
la degradacion de varios plaguicidas OPs, entre ellos metidation. Encuentran que en
algunos plaguicidas influye el procedimiento empleado, siendo mas efectivo el
autoclavado, ya que esta técnica puede destruir sustancias termolabiles responsables en
parte de la degradacion. Seguin estos autores la degradacion de metidation no se ve
afectada por la utilizacion de suelos irradiados o autoclavados.

Aln cuando el método de esterilizacion por rayos y es en general, el que menos modifica
la estructura fisicoquimica del suelo, puede crear hidrégeno libre y radicales hidroxilo.
Estos radicales son muy reactivos y pueden actuar como agentes oxidantes o reductores
y romper enlaces C-C (Tuominen y col., 1994). Por tanto, a la vista de los resultados
obtenidos en nuestras experiencias, y de las observaciones de otros autores, asi como
por la no disponibilidad en nuestro laboratorio de un sistema de esterilizacion por
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radiacion y, se decidié utilizar suelos autoclavados en las experiencias de laboratorio que
requiriesen el empleo de métodos de esterilizacion.

4.3.a Estudio de la adicion de ehmendantes: efecto matriz

La utilizacién del surfactante catiénico TDTMA y de biosdlidos en las experiencias
posteriores nos llevé a estudiar la influencia de la matriz en la extraccidn de suelos
esterilizados y tamizados de la capa superficial de la parcela.

En todos los casos se realizaron seis réplicas y las distintas experiencias realizadas
aparecen recogidas en la Tabla 11-18.

Los resultados de la extraccién con HT muestran que no existen diferencias en las
recuperaciones obtenidas en suelos enmendados, autoclavados o irradiados al 10 y
23,3 % de humedad en las mismas condiciones, lo cual apoya los resultados obtenidos
en el estudio de la influencia de la humedad. Como era de esperar los resultados
obtenidos en suelos esterilizados con timerosal con un porcentaje de humedad del 40 %
son los mas bajos.

La enmienda con surfactante de forma general al valor de las recuperaciones, incluso a
concentraciones de surfactante a 100 cmc. Por el contrario, se observa una reduccién de
las recuperaciones en suelos enmendados con biosdlidos (SL, SLS), con respecto al
suelo solo. Este hecho se ha observado en distintas ocasiones, independientemente de la
naturaleza del enmendante organico empleado (turba, lodo, ...) (Romero y col., 1998;
2001) e independientemente del sistema de extraccion utilizado (Guo y Wagenet, 1999;
Matallo y col., 1999; Sanchez-Camazano y col., 2000).

El efecto matriz en la extraccién con acetona se estudié en suelos autoclavados y
esterilizados con timerosal, dada la similitud de los resultados entre suelos autoclavados
e irradiados. En general, el empleo de acetona reduce las diferencias en las
recuperaciones obtenidas con las distintas matrices empleadas, incluso en el caso de
timerosal. Se observa también que el empleo de elevados tiempos de extraccion no es
imprescindible en las matrices de suelo enmendado, y que las muestras esterilizadas con
timerosal siguen dando los resultados mas bajos.

De todos los estudios realizados, podemos concluir que la utilizacién de acetona como
disolvente a tiempos relativamente cortos y en presencia de todas las matrices
estudiadas conduce a los mejores resultados, siendo el método de esterilizaciéon quimica
el que mas influye en las recuperaciones.
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Tabla 1I-17: Estudio del efecto de la humedad y el tiempo de extraccién. Se expresa la recuperacién obtenida expresada en %, junto con la DE de las

diferentes determinaciones (n=6).

e

EFECTO % HUMEDAD

% H Extraccién con HT (1:1), 30g, 2h Extraccion con Acetona, 30g, 2h
Autoclavado | Timerosal Irradiado Autoclavado | Timerosal Irradiado
10 88,7+ 3,7 7,4+ 145 93,0 = 20,1 77,8 £ 5,9 68,8+58 | 857+127
23,3 88,6 + 9,1 21,4+ 10,6 96,5 = 14,0 85,8 + 9,7 642+103 | 77,5+9,6
30 55,0+4,9 32,2+6,0 66,0 + 8,2 743 *7,7 56,449 799+45
40 45,0+ 6,6 16,56 +2,9 49,6 + 3,1 66,9 + 5,3 69,2 = 8,1 61,0 + 8,1

EFECTO TIEMPO EXTRACCION
Autoclavado 2h 89.3+4.8
H: 23.3% 4h 89.8*+ 2.3
g 30g ok
5 6h  101.9*+50
®
: Timerosal | 21 642%103
5 H: 23.3% 4h  65.0%12.6
8 6h 820 +47
o
X rradiado 2h 775+ 9.6
H: 23.3% 4h -
30g 6h 99.7+5.4

*Dos réplicas. ** Tres réplicas.
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Tabla II-18: Estudio del efecto matriz en suelos esterilizados y extraidos con HT y Acetona. Se expresa la recuperacion obtenida expresada en %, junto
con la DE de las diferentes determinaciones.

Esterilizacion | Condiciones | MATRIZ Rec. (%) Esterilizacion | Condiciones | MATRIZ Rec. (%) 3
S 88,8 +3,7 S 87,8+8,8 S
sL' 83,7 4,8 H: 23;)% SL 102,3 £ 8,0
H: 10% SL 72,9+ 8,8 “ (10g) SS 101,4 + 8,6 '
2h ss 98,5+2,0 5 SLS 104,7 + 6,4
(20q) ' Autoclavado
ss* 96,7 + 2,1 8 S 101,9+5,0
Autoclavado SLSt 88,7+3,6 ‘°= H: 263h,3% SL 92,6 + 8,1
(4]
g SLs™ | 84,5:123 g (30g) Ss 95,5 + 4,0
g S 88,6 + 9,1 § SLS 90,4+ 5,9
p H: 23,3% sL 83,6 + 4,3 £ S | 650126
Q 2h H: o
o (309) ss 95,6 + 5,8 _ $233% SL |656+198
S Timerosal 4nh
3 SLS 76,2+ 12,0 (30 g) SS 74,9+ 3,5
£ s 96,5 + 14,0 SLsS i
i H: 23,3 %
Irradiado 2h St 86,0139
(309 SS 93,4+11,6
SLS 82,5+8,7
S 16,5+ 29
H: 40% SL 5,7 %22
Timerosal 2h
(30 g) SS 15,5+ 3,1
SLS 6,0+ 3,3

S: Suelo; SL: Suelo + 4% Lodo; SS: Suelo TDTMA (10 cmc); SLS: Suelo + 4% Lodo + TDTMA (10 cmc).

SL': Suelo + 2% Lodo; SS*: Suelo TDTMA (100 cmc); SLSt Suelo + 2% Lodo + TDTMA (100 cmc); Suelo + 4% Lodo + TDTMA (100 cmc) Q
D
ﬂ~
S
o]
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Capitulo lil:
Ensayos de Adsorcion
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1 Estudios de adsorcion

Los procesos de adsorcion tienen una importancia fundamental en el comportamiento de
los plaguicidas en el medio. Muchos autores consideran que el proceso de adsorcion es en
realidad un proceso de patrticion del soluto entre la fases vapor y solucién de suelo, y las
particulas del suelo (Chiou y col., 1979).

Algunos autores han intentado crear programas informaticos que predigan el
comportamiento del plaguicida en funcién de su estructura (Lohninger, 1994), sin tener en
cuenta las caracteristicas del adsorbente (suelo). Sin embargo la adsorcion de un
plaguicida en el suelo depende tanto de las caracteristicas de éste, como la del material
que actua como adsorbente, por lo que los ensayos de adsorcion en el laboratorio son una
herramienta fundamental para el entendimiento de los procesos de adsorcion.

La mayoria de los estudios realizados coinciden en que la materia organica del suelo y las
arcillas son los principales responsables de la adsorcion de los plaguicidas al suelo (Beltran
y col., 1995; Romero y col., 1996), y dentro de la materia organica se destaca el papel que
desempenan los acidos himicos. Celis y col. (1998 y 1999) encuentran que la adsorcion de
triadimefon aumenta cuando se utilizan modelos de coloides naturales que contienen
&cidos hdmicos, por lo que este componente de la materia organica puede jugar un
importante papel en la adsorcion de los plaguicidas al suelo. La enmienda con materia
organica exdgena, también aumenta la adsorcion de los plaguicidas por el suelo (Matallo y
col., 1998; Celis y col., 1998).

Menos frecuentes son las referencias encontradas en la que se observa una disminucién
de la adsorcién de plaguicidas cuando el contenido de m.o. aumenta (Frébe y col, 1989).

En los dltimos afios se han incorporado nuevas sustancias al suelo, con objeto de aumentar
la retencién de los productos fitosanitarios. Entre estas sustancias, numerosos son los
estudios en los que se ha ensayado el empleo de surfactantes (Iglesias y col., 1996), y la
adicion de materia organica exégena (Matallo y col., 1998; Celis y col., 1998).

En nuestro caso la metodologia empleada para la realizacién de los estudios de adsorcién,
comienza con la realizacion de cinéticas de adsorcion de suelo sin enmendar tomado a
distintos niveles de profundidad de la parcela experimental. A continuacién se realizaron
cinéticas con los enmendantes utilizados (lodos de depuradora y surfactantes) para
comprobar si la cinética de adsorcién se modificaba con la presencia de éstos. Una vez
finalizados los estudios cinéticos, se pasé a la realizacion de distintas isotermas de
adsorcioén, para determinar el enmendante /s que producia un cambio significativo en |

adsorcion del insecticida. ' i\

1.1 Material y métodos

INSTRUMENTACION

Agitador de tubos Reax 2000, Heidolph (Alemania).
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Balanza electrénica COBOS D-600, COBOS S.A. (Barcelona, Espana).
Barrena manual ( 40 mm d.i.), para toma de muestras de suelo.
Camara termostatizada HOTCOLD-M, Selecta.

Centrifuga Sigma 2K15, (Osterode, Alemania).

pHmetro Crison 506.

Tubos de vidrio (POBEL 17).

Viales Eppendorf

MATERIAL

Lodos de depuradora, secos y molidos.

Suelo de la parcela experimental, seco y tamizado (<2mm), de tres niveles de profundidad
distintos (0-25, 50-75y 100-110 cm).

Surfactantes: TDTMA, LAS y T80.

1.1.a Metodologia seguida en las cinéticas

Se pesaron muestras de 5 g de suelo, a las que se les anadieron 20 mL de una solucién de
metidation a 10 mg L. La adicion de los surfactantes al suelo, se realizé de forma conjunta
con el plaguicida, preparando una solucién de metidation a 10 mg L, y afiadiéndole la
cantidad de surfactante necesaria en cada caso para obtener una solucién final de 0,1, 1 6
10 cmc. La cinética con el lodo se llevo a cabo pesando 0,1 g de lodo y afadiéndole 20 mL
de la solucién de plaguicida sin surfactante. En la Tabla IlI-6 aparecen resumidas las
muestras preparadas y la nomenclatura empleada en cada caso.

En todos los casos, la mezcla se introdujo en tubos Pobel 17 con tapén de rosca, se
agitaron y se colocaron en camara termostatizada, a 15 °C, y se extrajeron muestras a
diferentes intervalos de tiempo (desde 15 min a 24 h).

Transcurrido el tiempo de incubacion necesario, se tomé una porcién del sobrenadante, se
trasvasé a un vial tipo Eppendorf y se centrifugé a 10.000 g durante 20 min a 15 °C. Una
vez centrifugada la solucién, se tomé 1 mL del sobrenadante, y se determiné la
concentracion de metidation siguiendo el procedimiento descrito en el apartado 11.4.1, para
el analisis de soluciones acuosas concentradas. En la Tabla IlI-1 aparecen resumidas las
muestras preparadas para estos ensayos asi como su nomenclatura.

Tabia Ill-1: Muestras realizadas en las cinéticas e isotermas de adsorcién, junto con la nomenclatura
empleada.

Suelo Lodo Suelo + Suelo + Surfactante Suelo + Lodo +
(S) () Lodo(SL) (SS) Surfactante (SLS)
Cinéticas 0-25 cm 01g - TDTMA (10cme) -
50-75 cm LAS (1 cmc)
100-110 cm T80 (1 cmc)
Isotermas 0-25 cm 01g S+2%L TDTMA(0,1,1y 10cmc) S+TDTMA 10cmce + 2%L
50-75 cm S+4% L LAS (0,1, 1 y 10cmc) S+LAS1cmec + 2% L
100-110 cm T80 (0,1, 1 y 10cmc) S+LAS 1cme + 4%L

S+T80 1cme + 2% L
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1.1.b Metodologia para la realizacién de las isotermas de adsorcién

En la Tabla lll-1 aparecen resumidas las muestras preparadas para estos ensayos asi
como su nomenclatura.

Se pesaron por duplicado 5 g de suelo y se les arnadieron 20 mL de soluciones de
metidation a 10, 20, 30 y 40 mg L. Las isotermas de suelo superficial adicionado con lodo
al 2 y 4%, se realizaron de igual forma, tras la adicion al suelo y homogeneizacién de la
cantidad correspondiente de lodo. La enmienda con el 2 % de lodo corresponde a la dosis
normal utilizada en agricultura de 45 t ha™ (Bellin y col., 1990b; Fresquez y col., 1990).

La realizacion de isotermas de adsorcién con los tres tipos de surfactantes en suelo de la
capa superficial enmendado o sin enmendar con lodo, se hizo por adicion de 20 mL de
solucién de plaguicida preparada a las cuatro concentraciones antes mencionadas, y con la
cantidad de surfactante necesaria para alcanzar 0,1, 1y 10 cmc.

En todos los casos la mezcla se introdujo en tubos Pobel 17 con tapén de rosca, se colocd
en camara termostatizada a 15 °C, y se agitdé durante 3h, ya que segun los resultados
cinéticos a este tiempo ya se ha alcanzado el equilibrio. La determinacién analitica de la
concentracion de insecticida en el sobrenadante, se hizo de la forma descrita en el
apartado 11.4.1 del capitulo anterior.

1.2 Resultados y discusion
1.2.a Cinéticas de adsorcién

Se hizo un estudio previo de la cinética que sigue nuesiro plaguicida con lodo de
depuradora, suelo tamizado (< 2 mm) de la capa arable (0-25 cm) y de las capas
intermedia (50-75 cm) y profunda (100-110 cm). Se comprobd el efecto de los
enmendantes en la cinética del proceso, con la realizacién de cinéticas de adsorcién con
suelo de la capa arable enmendado con los tres tipos de surfactantes empleados (TDTMA,
LAS y T80), a distintas concentraciones.

Los valores experimentales se han ajustado a la ecuacién hiperbdlica (1), donde X es la
cantidad de plaguicida adsorbido (ug g™) al tiempo t (h), B es una constante y Xna la
cantidad maxima de plaguicida adsorbida por el suelo. Xn.x se calcula mediante una
representacion lineal de la ecuacién 1 considerando la cantidad adsorbida frente a los
valores de tiempo, ambos a la inversa.

xKm*t o L __ B 1
B+t X X, *t X

max

En la Figuras Ill-1, 2 y 3 se representan los puntos experimentales, junto con la curva
tedrica obtenida tras la aplicacién a los resultados de la ecuacién (1).



Figura llI-2: Cinéticas de suelo de la capa
arable enmendado con tres tipos de
surfactantes.
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Figura 1ll-3: Cinéticas con lodo de depuradora,
y con suelo de la capa arable.
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De las representaciones graficas (Figuras -1, 2 y 3), se deduce que la adsorcién del
plaguicida es rapida, teniendo lugar en los primeros minutos de contacto entre la solucién
y el suelo, existiendo posteriormente una adsorcién mas lenta del plaguicida. En todos los
casos, el tiempo necesario para adsorber el plaguicida fue inferior a 3 h, por lo que se
tomé éste como el tiempo de equilibrio.

Para el calculo de la velocidad de reaccién del proceso se emplea la ecuacion (2), de
acuerdo con la ecuacion de Moreale y van Bladel (1979). k es la constante de velocidad
del proceso y n es el orden de la reaccion, X es la cantidad de plaguicida adsorbido por
gramo de suelo a tiempo t, y Xnax €s el valor calculado con la expresion anterior.

dx n
k(X XY @)

Los valores de los parametros cinéticos obtenidos con las ecuaciones teéricas (1 y 2)
aparecen resumidos en la Tabla IlI-2.

Tabla lll-2: Datos cinéticos de la adsorciéon de metidation en lodos de depuradora, suelo de la
Vega de Granada a tres profundidades, y suelo de ia capa arable enmendado con tres tipos de
surfactantes.

Muestra Xmax K n
(g g”) (g g's”)
Lodo de depuradora 312,50 0,310* 2
Suelo (0-25 cm) 12,82 5,110™ 2
Suelo (50-75 cm) 4,68 15,1 10* 2
Suelo (100-110 cm) 4,40 33,310* 2
Suelo (0-25 cm) + LAS (1cmc) 13,74 2,010 2
Suelo (0-25 cm) +Tween 80 (1cmc) 13,05 5,8 10 2
Suelo (0-25 cm) + TDTMA (10cmc) 23,36 50,9 10 2

El ajuste de los datos al modelo hiperbélico permite calcular el valor de la maxima
cantidad de plaguicida adsorbida por el suelo (X..). Los valores oscilan entre 12,8 ug g
para el suelo de la capa superficial y 4,7 y 4,4 (ug g") para las capas intermedia y
profunda respectivamente. Si se hace una correlacién con el contenido en C.O. de cada
perfil (Tabla I-5), se obtiene la ecuacion Xmax = 0,1579* C.O. — 1,8074, con un coeficiente
de correlacién de 0,9854.

Este resultado indica que el contenido en C.O. puede ser el factor principal que controle
la adsorcién de metidation. El valor negativo de la ordenada en el origen muestra que no
todo el C.O. es utilizado en el proceso de adsorcién, probablemente debido a que
interaccione con las particulas de arcilla del suelo.
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El mayor valor de Xa lo encontramos en la cinética realizada sélo con lodo, lo que
parece confirmar la correlacién encontrada en los perfiles del suelo, que apunta hacia el
contenido en m.o. como el principal responsable de la adsorcion del insecticida.

Para el caso de los suelos enmendados, el valor de X, no es distinto del suelo de la
capa superficial, salvo en el caso de surfactante catiénico TDTMA. No se han hecho
determinaciones de como afecta la adicion de cada uno de los surfactantes al contenido
de carbono organico del suelo, por si esto pudiera tener alguna relacién con el aumento
en la adsorcién. Pero, teniendo en cuenta que las cantidades afadidas han sido en
general muy bajas (4, 8,8 y 0,056 mg g"' de TDTMA, LAS y T80, respectivamente), y que
la mayor adicién de masa se produjo con la utilizacion del surfactante aniénico cuya k es
similar a la del suelo natural, no parece ser este el motivo, sino las caracteristicas del
surfactante empleado.

Por sus caracteristicas, los surfactantes de tipo catidnico pueden ser fuertemente
adsorbidos por el suelo mediante un proceso de intercambio catiénico (Bayer y col., 1982;
Cross, 1994; Ginkel, 1995) dando lugar a la formacién de agregados estructurales.
Debido a que la cantidad de surfactante afadida ha sido baja y no supera la CIC del
suelo (Tabla 1I-5), es probable que estas sustancias se encuentiren en forma de
hemimicelas (Brown y Burris, 1996). Esto hace que la superficie del suelo sea mas
hidréfoba y que aumente la retencién de compuestos con estas caracteristicas, como es
el caso de metidation.

De la ecuacién 2 se obtienen los valores de la constante de velocidad cinética (k) y el
orden de reaccién (n), que aparecen resumidos en la Tabla 1ll-7. En todos los casos el
orden de reaccién es 2, y los valores de k son del orden de 10,

El valor tan bajo de k, indica que el proceso es de tipo difusivo, hecho descrito en trabajos
anteriores (Dios y col., 1992) y, debido a que incrementa cuando disminuye el contenido
en m.o., puede estar controlado por la difusiéon de las moléculas de insecticida en los
poros de la materia organica. Esta hip6tesis viene apoyada por el hecho de que para el
lodo, sustrato con el mayor contenido en m.o., el valor de k es el mas bajo.

Para el caso de los suelos enmendados con los surfactantes LAS y T80 se modifica
débilmente el valor de la constante de velocidad con respecto al suelo no enmendado.
Por el contrario, la adicién de TDTMA incrementé diez veces el valor de la constante de
velocidad. Esto parece estar de acuerdo con la hipétesis de que la adicién del surfactante
catiénico aumenta el caracter hidréfobo del sustrato, y debido a esto la reaccién es mas
rapida. No obstante, dado el gran aumento que experimenta la constante de velocidad, es
probable que en la adsorcion del insecticida intervengan otros mecanismos.

1.2.b Isotermas de adsorcion. Generalidades

Los dos modelos mas empleados en la interpretacion de los datos experimentales de las
isotermas de adsorcién son los modelos de Freundlich y Langmuir. La isoterma de
Freundlich se utiliza cuando la adsorcién del compuesto ocurre en mdltiples capas. La
isoterma de Langmuir se emplea cuando se sabe que no existe interaccién entre las
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moléculas de adsorbato y el proceso de adsorciéon se localiza en una monocapa (Li y
Bowman, 1997).

El modelo de Langmuir en su forma lineal se expresa mediante la ecuacién 3, donde X es
la cantidad adsorbida por gramo de muestra, C, la concentracion de equilibrio de la
solucién en contacto con el sélido, b una constante relacionada con el calor de adsorcién
y X la cantidad de soluto presente en la monocapa.

c, 1 +Ce
X bxX, X,

©)

La ecuacion 4, corresponde al modelo de Freundlich y los parametros X y C, tienen el
mismo significado que en la ecuacién 3. K; y n son dos constantes que dependen de la
naturaleza del adsorbato, adsorbente y la temperatura, y expresan el comportamiento
tipico de una superficie heterogénea. La ecuacién 5 es la forma lineal del modelo de
Freundlich.

X=Kf*C:/” @)
Log X =Log K; +1/n*Log C, (5)

Cuando 1/n = 1, el modelo de Freundlich es lineal, y la constante K; se la denomina K, o
constante de distribucion lineal.

K, es el coeficiente de distribucion de cada plaguicida entre el agua y el suelo, y depende
de las propiedades del suelo estudiado. Cuando la adsorcién del plaguicida esta regulada
por el contenido en m.o. del suelo los valores de K; se normalizan dividiéndolo por el
contenido en carbono organico (C.O.T.) del suelo, y a este valor se le denomina K, .
Cuando la adsorcion del plaguicida esta regulada por el contenido en arcillas del suelo,
se normaliza dividiéndolo por el contenido en arcillas de éste, y al valor que se obtiene se
le denomina K.

K, *100 | K, *100

- K, =206
“ 9%C @ 9 arcillas ©)

orgdnico

Se asume que el coeficiente K, es mas independiente de las propiedades del suelo y
constante para cada compuesto quimico. La ecuacion (7) relaciona Ky y K:.

1-n

K,=K;*Ce " (7)

Por otro lado, la forma de la isoterma expresa la cantidad de plaguicida adsorbido en
funcién de la concentracion de equilibrio. Segin Giles y col. (1960) las isotermas de
adsorcion en disolucion acuosa se clasifican de la siguiente forma:

- Isoterma tipo S. Se produce cuando el suelo posee una menor afinidad por el
soluto (plaguicida) de la que posee por el solvente (agua). La isoterma tipo S
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presenta una pendiente inicial no lineal y convexa respecto al eje de abcisas, lo
que indica que la adsorcion inicial es lenta comparada con la del solvente u otros
solutos, y se incrementa conforme aumenta el nimero de moléculas del soluto en
la superficie.

- Isoterma tipo L o de Langmuir. Se produce cuando el adsorbente (suelo) tiene
mayor afinidad por el soluto que por el solvente a bajas concentraciones de
equilibrio y menor afinidad por el soluto que por el solvente a elevadas
concentraciones de soluto, cuando los lugares de adsorcibn empiezan a
saturarse. Presenta una pendiente inicial no lineal y concava respecto al eje de
abcisas, y se interpreta como una existencia de lugares de adsorcion especificos
para la molécula de soluto con la interfase del suelo, no existiendo una
competicion con el solvente.

- Isoterma tipo H. Se produce cuando el adsorbente presenta una alta afinidad por
el soluto, hasta que la superficie se satura y el soluto sobrante permanece en
solucioén. La parte inicial de la isoterma es vertical.

- Isoterma tipo C. Se debe a la existencia de una afinidad similar del adsorbente por
el soluto y por el solvente. En este caso la adsorcién es directamente proporcional
a la concentracion del soluto en la solucién. La curva presenta una pendiente
lineal a todas las concentraciones, hasta la saturacion.

En bibliografia se han descrito varios ejemplos de cada una de estas isotermas,
siendo el modelo de Freundlich el mas aplicado para describir la adsorcion de los
plaguicidas al suelo (Beltran y col., 1995; Romero y col., 1997; Iglesias-Jimémez y
col., 1997).

El valor de 1/n nos indica como va ser la forma de la isoterma. Cuando 1/n se
aproxima a 1 da lugar a isotermas lineales. Si 1/n es menor de 1, la isoterma presenta
una forma convexa o tipo L segun la clasificacion de Giles. Esto indica que los sitios
vacantes son menos accesibles a las moléculas de soluto, conforme la superficie se
va recubriendo.

Si 1/n es mayor de 1, la forma de la isoterma es concava o tipo S segun la
clasificacién de Giles. En este tipo de isotermas conforme aumenta la concentracion
de soluto en solucién aumenta la adsorcién.

¢ Isotermas de adsorcion. Resultados

mayoria de los datos experimentales obtenidos en las isotermas de adsorcién se

ajustaron al modelo de Freundlich. En la Tabla 11l-3 se recogen los valores de Kry n
obtenidos del ajuste al modelo de Freundlich. El calculo de los errores de ambas
constantes se obtiene del andlisis estadistico de la regresion lineal realizada con los
puntos experimentales, teniendo en cuenta que se realizaron dos repeticiones de cada
punto, y que cada una de ellas se inyecta por duplicado.
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Tabla llI-3: Valores de las constantes de Freundlich (K; y 1/n) y del coeficiente de determinacion

para metidation en diferentes sustratos

Muestra Kq 1/n R?
Suelo (0-25 cm) 2,7 +0,31 0,80 £ 0,05 0,961
Suelo (50-75 cm) 0,84 + 0,21 0,74 + 0,09 0,863
Suelo (100-110 cm) - - -
Lodo de depuradora (L) 98,21 + 29,83 0,78 + 0,11 0,878
Suelo +2% L 2,53+0,20 0,95 + 0,03 0,986
Suelo + 4% L 4,09 + 0,39 0,89 £ 0,04 0,976
Suelo + T80 (0,1cmc) 1,91 £ 0,33 0,94 + 0,06 0,935
Suelo + T80 (1cmc) 1,99 £ 0,29 0,90 + 0,06 0,945
Suelo + T80 (10cmc) 1,52 + 0,39 1,03 £0,10 0,883
Suelo + LAS (0,1cmc) 3,07+£0,78 0,75 +£0,10 0,783
Suelo + LAS (1cmc) 2,59+ 0,38 0,83 + 0,05 0,939
Suelo + LAS (10cmc) 1,98 £ 0,37 0,87 + 0,07 0,917
Suelo + TDTMA (0,1cmc) 1,66 + 0,23 1,13 +0,07 0,949
Suelo + TDTMA (1cmc) 2,63 £0,57 0,87 £ 0,09 0,862
Suelo + TDTMA (10cmc) 44,80 + 0,71 1,10 £ 0,02 0,995
Suelo + T80 (1cmc)+ 2%L 2,39 +0,35 1,00 £ 0,07 0,931
Suelo + LAS (1cmc)+ 2%L 2,67 + 0,56 1,00 £ 0,08 0,906
Suelo + TDTMA (10cmc)+ 2%L 83,44 + 2,08 1,02 £ 0,04 0,982

Los enmendantes lodo (L), surfactante no iénico (T80), anidnico (LAS) y catiénico (TDTMA),
fueron afadidos soélo al suelo de la capa superficial.

En las Figuras 1ll-4, 5, 6, 7, 8 y 9 se representan los puntos experimentales obtenidos,
junto con la curva teérica del ajuste a Freundlich. Las barras verticales representan la
desviacion estandar de los puntos experimentales.

Las muestras de suelo sin enmendar, de la capa superficial e intermedia (Figura {l1-9), se
ajustan al modelo de Freundlich (R? de 0,961 y 0,863). Los valores de K;, indican una
moderada adsorcion de metidation al suelo. En ambos casos el exponente 7/n es menor
de la unidad, lo que pone de manifiesto que la forma de la isoterma es del tipo L, segun la
clasificacion de Giles (Giles y col., 1960). Este valor indica que el nimero de sitios de
adsorcion libres es menor conforme aumenta la concentracién de soluto. Esta es una
isoterma muy habitual la adsorcion de plaguicidas (Senesi y col., 1997; Romero y col.,
1997; Matallo y col., 1998; Sanchez-Camazano y col., 2000). Estos resultados estan de
acuerdo con los datos cinéticos, siendo la adsorciéon de metidation mayor en la capa
superficial que a su vez es la que presenta un mayor contenido en materia organica
(Tabla lli-2).
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Figura Ili-4: Isotermas con suelo de la
Vega sin enmendar, a tres niveles de
profundidad distintos.

Los datos de la isoterma de adsorcion realizada con lodo solo (Figura 1lI-5), se ajustan al
modelo de Freundlich, pero las constantes se ven afectadas de un elevado error.
Considerando la forma de la isoterma, podemos clasificarla como tipo L3 o L4 dentro de
la clasificacion de Giles. Este tipo de isoterma implica la formacién de una segunda capa
de insecticida adsorbido, al aumentar la concentracién en el medio. Este hecho no se
pudo comprobar debido a que, aunque la solubilidad teérica de metidation es de 200 mg
L", en la practica no se pudieron preparar soluciones de concentraciones superiores a
50 mg L. Esto indica que en el rango de concentraciones utilizadas la adsorcién del
insecticida no esta limitada por los sitios de adsorcion. El aumento en la adsorcion, esta
de acuerdo con los datos obtenidos en los estudios cinéticos.
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Figura IlI-5: Isotermas de suelo de la capa
superficial sin enmendar (S) y enmendado con
lodo (L) al 2y 4%.

Figura IlI-6: Isoterma realizada con lodo de
depuradora.
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En el caso de la enmienda de suelo superficial con lodo (Figura Ili-6), los valores de 1/n
aumentaron con respecto al suelo sin enmendar y se aproximaron a la unidad, lo que
indica una mayor afinidad por el metidation en las mezclas de suelo con lodo, y la
isoterma se puede clasificar como tipo C. Celis y col. (1998), encuentran que la adsorcién
de atrazina aumenta en suelos enmendados con lodo, y que el valor de 1/n en presencia
de lodos solos o combinados con el suelo es cercano a la unidad. En estudios del grupo
de Sanchez-Camazano (Arienzo y col., 1994 y Sanchez Camazano y col., 2000) con
suelos de distinta naturaleza los valores de 1/n para las isotermas de adsorcién los
plaguicidas linuron y diazinon en suelos con un contenido en m.o. > 2 % son cercanos a
la unidad.

Las isotermas de adsorcién realizadas con los tres tipos de surfactantes (Figuras Ill-7, 8 y
9) a las tres concentraciones ensayadas (0,1, 1 y 10 cmc), presentan en conjunto un
buen ajuste al modelo de Freundlich (Tabla I1i-3).

o S$+T80(0,1cmc)
3 S+T80(10cmc)
S$+T80(1cmc)
50 _ o S+T80(1cme)+2%L
,,,,, S (0-26 cmc)

& S+LAS(cmc)+4%L o S+LAS(cmc)+2%L
3 S+LAS(10cme) ¢  S+LAS (cmc)
x  S+LAS(0,fcmc) - - - - - S (0-25 cm)

X (g g’

Ce (mg L)

Ce(mg L)

Figura lil-8: Isotermas de suelo superficial

Fi I-7: Isot de I rficial
‘gura solermas suelo stperfici enmendado con T80 y lodo (L).

enmendado con LAS y lodo (L).

En general, la adicién de los surfactantes no produjo un cambio significativo en la
adsorcién del insecticida, salvo en el caso del surfactante catiénico TDTMA (Figura 111-9),
lo que esta de acuerdo con los datos cinéticos (Tabla Ill-2). El aumento de la adsorcion
puede achacarse, como ya se explicé anteriormente, a cambio en el caracter hidréfobo
del suelo como consecuencia de la adsorcion de las moléculas de surfactante en el
sustrato. Un incremento similar en la adsorcién ha sido descrito por Iglesias y col. (1996),
con el herbicida etofumesato tras la adicion de TDTMA a 20 cmc.
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Figura 1lI-9: Isoterma de suelo superficial
enmendado con TDTMA y lodo (L).

El grado de hidrofobocidad del plaguicida es un factor a tener en cuenta, ya que parece
existir un rango el que el aumento de la adsorcion del plaguicida es maximo (Tabla llI-4).

Tabla llI-4: Propiedades de los plaguicidas y constantes de Freundlich sobre suelos en presencia
de TDTMA a distintas cmc (Iglesias-Jiménez y col., 1996, 1997 y datos propios).

Sol. Ctes. de Freundlich

(agua) v TSuelo +TDTMA +TDTMA +TDIMA + TDTMA

mg L solo 1.cme 10 cme 20 cmc 75 cme
Atrazina 3 2,5 0,68 0,75 (x1,1) — 2,46 (x 3,6)* —
Diazinon 40 3,3 995 12,96 (x1,3) — 15,39 (x 1,6) 21,9 (x 2,5)
Linuron 81 3,0 2,29 — — . 72,70 (x 30)
Etofumesato 110 2,7 0,89 2,59 (x 2,9) — 136,8 (x150) —
Metidation 200 2,2 2,7 2,63 (x0,97) 44,8 (x16,6) — —
Acefato 650 x 10° 1,11 0,72 0,14 (x 0,2) — 0,93 (x 1,3) —

*Estos parametros indican el incremento de la K; en relacién al suelo sin enmendar.

Iglesias-Jiménez y col. (1996 y 1997) estudian la modificacion de la adsorciéon que
produce la adicion de TDTMA sobre tres plaguicidas moderadamente solubles:
etofumesato (S = 110 mg L™ ) linuron (S = 81 mg L™ ) y diazinon (S = 40 mg L™"). Para
estos tres plaguicidas las constantes de Freundlich alcanzadas, aunque con distintas
concentraciones de TDTMA, son de 136,8, 72,70 y 15,4, que suponen incrementos
respecto al suelo sin enmendar de 150, 30 y 1,5 veces, respectivamente.
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En el trabajo de 1996 (Iglesias-Jiménez y col., 1996) también estudian otros dos
plaguicidas, atrazina (S = 30 mg L) y acefato (S = 650 x 10° mg L), para los que se
obtienen constantes de Freundlich de 2,5 y 0,93 que suponen un incremento de 3,5y 1,3
respectivamente, respecto al suelo solo. En estudios anteriores que se presentan en la
tabla se observa por un lado, que no existe una correlacion directa entre las propiedades
de los plaguicidas (solubilidad y K.,) y por el otro, que el incremento en la adsorcién no
es proporcional a la concentracion de TDTMA anadida. En todos los casos se pone de
manifiesto que es necesario que es necesario superar la cmc para que empiece a
mostrarse el efecto, pero que, una vez por encima de la misma, el aumento en la
concentraciéon de surfactante no conduce a un aumento proporcional en la adsorcién
(diazinon).

Gao y col. (2001) encuentran que la adicién del surfactante catiénico bromuro de
hexadeciltrimetilamonio (HDTMA) aumenta unas 3,7 veces la retencion de clorobenceno
al suelo, con respecto al suelo sin enmendar. Sheng y col. (1998) consiguen un aumento
de la adsorcion de entre 100-350 veces en suelos esmectiticos para este mismo
compuesto. La cantidad de surfactante catidnico afadida en este Gltimo caso suponia el
0,7 de la CIC. Los surfactantes catidnicos, en un sistema acuoso, son retenidos por las
superficies interlaminares y externas de las arcillas, mediante procesos de intercambio
catiénico (Zhang y col., 1993b; Xu y Boyd, 1995a y b; Sullivan y col., 1998). Como
resultado de esto el suelo presenta una gran capacidad para retener compuestos
organicos presentes en el agua (Smith y col., 1990; Wang y col., 1997; Sheng y col.,
1995; Dentel y col., 1998).

Probablemente, el surfactante aniénico no interacciona con las fracciones del suelo, y por
tanto no se modifica el comportamiento de adsorcién de metidation. Por otro lado, aunque
el surfactante no-iénico puede ser adsorbido por el suelo, no modifica este proceso.

Debido a que el valor de 1/n es distinto en cada uno de los casos, y por lo tanto no se
pueden comparar los valores de K, para resaltar el cambio en la adsorcién que produjo la
adicion del surfactante se ha realizado el grafico de la Figura IlI-10. En el grafico se
comparan los valores tedricos de X, calculados para una concentracion de equilibrio de
10 mg L, en el suelo sin enmendar y enmendado con los surfactantes utilizados a las
tres concentraciones ensayadas. Como puede observarse, la adicion de LAS o T80 no
modifica la adsorcion de metidation, mientras que la adicién de TDTMA a 10 cmc, es la
que produce el mayor cambio en la cantidad de plaguicida adsorbido.

La enmienda conjunta con lodo y surfactante no se tradujo en un aumento significativo en
la adsorcion del plaguicida (Tabla Ill-8), salvo en el caso de la adicion de TDTMA a
10 cmc mas lodo al 2% (Figura 111-9). De la misma forma que en el caso de la enmienda
con surfactante, para comparar el aumento en la adsorcion tras la combinacion de ambos
enmendantes, se ha utilizado el grafico de la Figura llI-11.



136

CAPITULO Ill

En esta figura se han representado las cantidades teéricas de plaguicida adsorbido a una
concentracion de equilibrio de 10 mg L', en suelo sin enmendar, enmendado con los tres
tipos de surfactantes a distintas concentraciones (LAS y T80 a 1 cmc, y TDTMA a 10
cmc) y enmendado con una combinacién de lodo al 2% y surfactante a cada una de las

concentraciones anteriores.
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Figura Ili-11: Cantidad de metidation
adsorbida (X) por suelo de la capa
superficial solo, y enmendado con LAS,
T80 y TDTMA a distintas concentraciones.
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Figura Ill-10: Efecto de la adicién del 2% de
lodo (L) sobre la adsorcién de metidation (X)
en suelo de la capa superficial solo, y
enmendado con tres combinaciones distintas

de lodo mas LAS, TDTMA y T80.

Como se puede comprobar en el grafico, la enmienda con lodo, en el caso de los
surfactantes anionico y no-iénico, aumenté ligeramente la adsorcion del insecticida. Sin
embargo, la doble enmienda en la que intervino el surfactante cationico produjo un gran
aumento en la adsorcién de metidation (880 ug g"'). Este aumento en la adsorcién se
atribuye a la presencia del surfactante por un lado, pero especialmente a la presencia de
lodo en la mezcla. La presencia de éste, puede aumentar la CIC del suelo, concediendo
al surfactante nuevos puntos de unién, que confieren un mayor caracter hidréfobo al
sustrato y hace aumentar la adsorcion del insecticida.
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Con los tres tipos de surfactantes la doble enmienda, tal como ocurria con el aporte de
lodo solo, se tradujo en un aumento del coeficiente 1/n obteniéndose valores cercanos a
la unidad. Esto indica que la adsorcion es directamente proporcional a la concentracién
de soluto en solucidn, y las isotermas se pueden clasificar como tipo C, lo que coincide
con los resultados encontrados por otros autores.

Como el lodo y el surfactante catiénico TDTMA fueron los que produjeron un mayor
aumento de la adsorciéon de metidation en el suelo en estudio (Tabla Ill-3), en la
Tabla 1lI-4 se expresa el contenido en C.O. debido al aporte de ambos enmendantes. El
objetivo era poder establecer posibles comparaciones en estudios posteriores. Se ha
elegido este parametro, por la relacion que algunos autores han encontrado entre su
valor y la adsorcidn de los plaguicidas al suelo (Gonzalez-Pradas y col., 1992 y 1994;
Arienzo y col., 1994; Sanchez-Camazano y col., 1996; Celis y col., 1998 y 1999; Socias-
Viciana y col., 1999; Cox y col., 2000).

Tabla HI-5: Contenido en C.O. del suelo sin enmendar, y aporte de C.O. (%) que supone la adicion
de lodo y TDTMA como enmendantes.

ISOTERMAS DE ADSORCION
% C.0. K
Suelo Lodo TDTMA TOTAL

S (0-25 cm) 9,2 x10™ - - 92x10" 27
S (50-75 cm) 4,5x10" - - 45x107 08
S (100-110 cm) 3,6 x10™ - - 3,6x10" -
SL (2% L) 9,2x10"  4,6x10" - 13,8x10" 25
SL (4% L) 92x10" 9,2x10" - 18,4x10" 4,1
SS 0,1cme (0,2 mg de TDTMA) 9,2x10" - 0,024x10"  92x10" 1,7
SS 1cmc (2 mg de TDTMA) 9,2 x10™ . 0,24x10"  94x10" 26
SS 10cmc (20 mg de TDTMA) 9,2 x10™ - 2,4 x10™ 11,6x10" 448
SLS (2%L + 20 mg de TDTMA) 9,2x10" 46x107  24x10" 16,2x10" 83,4

Los valores se expresan en porcentaje, referidos a la cantidad de suelo empleado en las
experiencia en batch. El contenido en C.O. de TDTMA es de 60,6 %, y considerando este
valor se ha calculado el aporte de C.O. al suelo con las distintas cantidades de
surfactante empleado en estos ensayos. Para el lodo se realiza el mismo calculo teniendo
en cuenta la cantidad anadida y el contenido de C.O. determinado para este enmendante
(Tabla 11-6). Los valores se han relacionado con las constantes de adsorcién obtenidas, y
el contenido en C.O. total en el suelo tras la enmienda.

Excepto en la enmienda con lodo solo, hay que resaltar que el valor de C.O. total por si
mismo no basta para predecir el comportamiento de adsorcién de un determinado
absorbato, cuando se trata de aportes exdgenos de naturaleza distinta (lodo y TDTMA).
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1 Introduccion

Los estudios de persistencia de plaguicidas en suelos son importantes desde el punto de
vista ambiental, ya que nos indican qué contaminantes pueden quedar en el suelo
después de su aplicacion, y por tanto el potencial para contaminar aguas superficiales y
subterraneas (Garcia-Varcarcel y Tadeo, 1999). Por otro lado, la determinacién de las
constantes de degradacién de un plaguicida en el suelo es importante para la aplicacién
de modelos matematicos que simulen su comportamiento en el medio (Dubus y col.,
1999).

El término degradacion se refiere a un grupo de procesos que reducen la concentracion
del plaguicida tras su aplicacién en el laboratorio o a una porcién de suelo en una parcela
experimental (Gustafson y Holden, 1990). Incluye una multitud de fenémenos bioldgicos,
quimicos Yy fisicos que dependen del suelo y de las caracteristicas de éste. Los procesos
mas asociados con la disipacién de los plaguicidas son la degradacién microbiolégica,
hidrélisis quimica, volatilizacion, runoff, fotolisis y la dispersién por el viento (Nash, 1988).
Entre los principales factores que afectan a la proporcién de estos procesos incluyen: la
densidad de poblacién microbiana (Crecchio y col., 2001), temperatura y humedad
(Garcia-Valcarcel y Tadeo, 1999; Beulke y Malcomes, 2001; Dakhel y col., 2001), pH del
suelo (Bending y col., 2001) o el contenido en m.o. del suelo (Wardle, 1992). Ademas,
existe una correlacion negativa entre el coeficiente de adsorciéon y la constante de
degradacion, es decir, que cuanto mayor es la afinidad del suelo por un compuesto
menor es su degradacion (de Wolf y col., 1998).

En el suelo, la degradacién de los plaguicidas tiene lugar fundamentalmente a través de
la microflora (Alexander, 1994; Roberison y Alexander, 1994; Gisi y col., 1997;
Cullingtong y Walker, 1999). Es dificil aislar a los grupos de microorganismos implicados,
pero fundamentalmente se trata de bacterias Gram-negativas y actinomicetos (Suett y
col., 1996).

En este capitulo se comenta el efecto de la enmienda (lodos de depuradora y TDTMA) en
la degradacion de metidation. Los surfactantes pueden aumentar o disminuir la
degradacion de compuestos organicos en el suelo, en relacién con el papel que juegan
en los procesos de adsorcion / desorcién (Aronstein y col., 1991). La degradacion de
estos compuestos en este medio esta relacionada con la adicién de m.o. exégena (lodo,
turba, compost, etc) (Beck, 1984; Anderson y Domsch, 1989; Honeycutt y Schabacker,
1994; Liu vy col, 1996; Beulke y Malcomes, 2001; Moorman y col., 2001), por sus
propiedades para modificar la adsorcién y por los cambios en la actividad microbiolégica
que conlleva su aplicacion (Liu y Cole, 1996). Para comprobar la importancia de los
microorganismos en la degradacion del metidation, se trabajara con controles estériles y
para estimar el efecto del enmendante en la actividad microbiologica del suelo se
analizara la actividad deshidrogenasa en los diferentes tratamientos (Camifia y col.,
1998).
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2 Material y métodos

2.1 Material empleado

Bolsas de plastico (polietileno).

Barrena manual.

Camara termostatizada.

Duquesas de plastico (1 L de capacidad).

Espectrofotémetro

INT (cloruro de 2-(p-iodofenil)-3-(p-nitrofenil)-5-feniltetrazolium), pureza del 99%,Pm:
505,70. Acros Organics, New Jersey (USA).

INTF (iodonitrotetrazolium), Pm: 471,3. Sigma-Aldrich (Alemania).
Lodo de depuradora, seco y finamente molido.

Metidation (99 %, pureza)

Suelo (< 2 mm) de tres profundidades.

Tamiz (2 mm).

TDTMA (Surfactante cati6nico).

Tetracloroetileno : Acetona (2:3)

Timerosal (agente biocida)

2.2 Toma de muestra y almacenamiento

Se tomaron muestras de suelo no tratado con metidation de la parcela de la Vega de
Granada en estudio, a tres profundidades distintas (0-25, 50-75 y 100-110 cm). Para la
toma de muestra se empled una pala en el caso del suelo superficial (S), y barrena
manual para las capas intermedia (Sl) y profunda (SP). En total se recogieron 6 Kg de la
capa superficial, 1 kg de la intermedia y 400 g de la capa mas profunda, debido a la
dificultad que supone la toma de muestra a esas profundidades.

Una vez recolectadas se trasladaron al laboratorio, donde fueron tamizadas vy
almacenadas a 15° C, hasta su utilizacién. Antes de su almacenamiento, se hizo una
determinacion de la humedad de cada una de las muestras.

2.3 Condiciones de Incubacion y aplicacion del insecticida

El suelo de la capa superficial se dividié en seis submuestras de 1 kg para cada
tratamiento, mientras que el de la capa intermedia y profunda se utilizé en su totalidad sin
realizar ninguna modificacion.

Antes de la adicion del plaguicida, las muestras de suelo se preincubaron a un 14 % de
humedad (40% de la CC) en camara termostatizada a 15 °C durante tres dias
aproximadamente, para estimular la actividad microbiolégica. Tras este periodo de
preincubacion se afadié el volumen de plaguicida necesario a cada una de las muestras,
para obtener una concentracion final de 1 ug g” (referida a peso de suelo seco) y el
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volumen de agua necesario para obtener una humedad del 20 % aproximadamente
(70 % de la CC).

Las experiencias de incubacién se realizaron durante un mes aproximadamente, con
suelo de la capa superficial (S), adicionado de lodo al 4% (SL), TDTMA (SS) y ambos
enmendantes (SLS). La enmienda con lodo se realizé por mezcla de éste con el suelo
hasta obtener una mezcla lo mas uniforme posible. La de surfactante, aplicando el
plaguicida de forma conjunta con el surfactante con una solucién de TDTMA a 10 cmc.
De esta forma, la concentracién final en el suelo de TDTMA fue de 0,44 mg g™

Los controles estériles se preincuban con una solucién de timerosal al 2 %. adicionado a
dos muestras de suelo superficial solo (St) y enmendado con lodo (SLt). El plaguicida
anadido a estas muestras se prepar6 con la misma solucion del biocida. El timerosal ha
sido utilizado por otros autores (Metzger y col., 1996; Beulke y Malkomes, 2001) para
eliminar la actividad microbioldgica en el suelo.

La aplicaciéon del plaguicida se realizé en todos los casos con microaspersor sobre el
suelo extendido en una bolsa de plastico (Figura IV-1), procurando repartir el insecticida
de forma uniforme. Cada muestra se homogeneizé pasandola por un tamiz de 2 mm, y se
dividié en dos submuestras. Cada submuestra fue introducida en duquesas de plastico y
analizadas por separado.

1. Aplicacién 2. Tamizado 3. Incubacién

Figura IV-1: Proceso de preparacion de las muestras de suelo.

Las duquesas se esterilizaron con alcohol, se les hizo un pequefio agujero en su parte
superior y se introdujeron en camara termostatizada a 15 + 1 °C. Para mantener la
humedad de las muestras, en la cAmara se colocé una bandeja con agua y se control6 la
pérdida de peso de los frascos, afadiendo el agua necesaria en caso de observarse un
descenso en el peso.

Para comprobar que el insecticida no se adsorbia sobre la superficie de las duquesas se
preparé una solucién acuosa de metidation a 50 mg L™, que fue introducida en dos
duquesas iguales a las empleadas y mantenida en la camara termostatizada a 15 °C
durante una semana.
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2.4 Analisis de las muestras de suelo

De forma periédica se pesaban una porciéon de suelo de cada submuestra (25 g) y se
extraia en Soxhlet durante 2 h, con una mezcla de HT (1:1), por el procedimiento
explicado en el apartado 11-3.3.

La extraccion de la solucién acuosa se realizé por el método de extraccion de soluciones
acuosas concentradas por Mw 11-3.2.

2.5 Actividad deshidrogenasa

Para la medida de la actividad desdhidrogenasa a 1 g de suelo se afadieron 0,2 mL de
agua destilada y a continuacién 0,2 mL de INT. Se dejaron en oscuridad a 25 °C durante
20 h. Al dia siguiente. se le ahadian 5 mL de una mezcla de tetracloroetileno: acetona
(2:3), se agitaban manualmente y se centrifugaban a 8 rpm durante 10 min. De la fase
organica (color rojo) se pipeteaban 2 mL que eran diluidos con otros 2 mL de la mezcla
extractante.

La cantidad de la forma reducida (INTF) se cuantificaba por absorcion de la solucién en
un espectofotémetro a 490 nm, y posterior comparacién con una curva patron.

2.6 Ecuaciones matematicas de simulacion de la degradacién

Para el ajuste de los valores experimentales se ha empleado la ecuacién exponencial
para una cinética de primer orden, de Hoerl (cinética de pseudoprimer orden), y
biexponencial.

En la ecuacién exponencial (1), C, es la concentracién inicial del plaguicida y k la
constante de velocidad del proceso y t el tiempo de degradacién. A partir de su forma
lineal se calcula el valor de las constantes de degradacién y el tiempo de vida media (t;).

C=C,*e™ (1)

La ecuacion de Hoerl (2), es un caso especial de la ecuacion cinética de primer orden
(Hoerl, 1954).

y=a*e” *t° (2)

a y b tienen el mismo significado que C, y k en la ecuacion 1, mientras que el término ¢
nos indica la desviacion de la forma exponencial.

En la ecuaciéon biexponencial (3), C, es la concentracién inicial, y k; y k» son dos
constantes de velocidad (Reyes y Zimdahl, 1988; (Beulke y Brown, 2001). El
inconveniente que presenta este método es que precisa de herramientas informaticas
para su ajuste.
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C = kl'*c".
(k + &, *C,)xeh™ - KC,

€)

El ajuste de la ecuacién exponencial de primer orden y la de Hoerl se realizé6 mediante
regresiones lineales simples y mdltiples, respectivamente.

Para el ajuste de la funcién biexponencial se minimizé una funcién S (ecuacién 4) por
minimos cuadrados mediante el método de Monte Carlo (Kalos y Whitlock, 1986; Alfonso-
Méndez, 2001), utilizando un programa en FORTRAN 77. Los parametros ajustados son
la concentracién inicial, C, y las constantes de degradacién k; y k», los cuales se varian
en un rango suficientemente amplio. La variante de Monte Carlo utilizada genera un
parametro aleatorio por vez, siendo también aleatoria la decisién de qué parametro se
varia, ya que de esta forma el método converge mejor (Alfonso-Méndez, 2001).

S = E (Ciexp _ Cicalc )2 ( 4)
C®?, valores experimentales

C*, valores calculados por el método de Monte Carlo

3 Resultados y discusion

Debido a que toda la experiencia se realizé en duguesas de plastico y a que en ensayos
anteriores se tuvo problemas con este material, se quiso comprobar que no retenia al
insecticida. La prueba de adsorcion dio resultados negativos, ya que el porcentaje de
plaguicida recuperado fue en todos los casos superior al 95%. De esta manera se
confirmé la validez de los resultados obtenidos.

Del andlisis de la concentracion de metidation en distintas muestras de suelo se
obtendran los valores de la constante de degradacion del insecticida en cada tratamiento.

Las medidas de actividad deshidrogenasa se utilizaran para comprobar el efecto de la
enmienda en la actividad microbioldgica, y si existe relacion con la degradacion del
compuesto.

También se analizara el ajuste de los datos experimentales a distintas ecuaciones
matematicas.

3.1 Degradacion de metidation en el perfil del suelo

En la Figura IV-2 se muestra la degradacion que sigue el plaguicida en suelo de la capa
superficial (S), intermedia (SI) y profunda (SP).

Como se observa, la degradacion de metidation es rapida en todos los casos,
desapareciendo en su totalidad en los primeros 25 dias. No obstante se observan
diferencias en cada una de las profundidades. Como era de esperar la degradacion en la
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capa arable es mucho mas rapida, desapareciendo el 90% del plaguicida en los primeros
10 dias. En la capa intermedia, se observa una rapida degradacién en los primeros dias
de incubacion, al igual que ocurria en la superficial. En la capa profunda la degradacién
muestra una primera etapa casi estacionaria seguida de una degradacién mas lenta que
en las anteriores capas, y se requieren unos 30 dias para que la concentracion inicial sea
menor del 90 %.

Las isotermas de adsorcién revelan una disminucién de la adsorcién de metidation por el
suelo con la profundidad (Tabla 1lI-4). Por lo que el insecticida estaria mas disponible
para ser degradado en las capas mas profundas. No obstante, es evidente como se ve en
la figura IV-2 que la degradacién también disminuye con la profundidad. Este hecho se
puede achacar a la disminucién en la densidad y naturaleza de la poblacién bacteriana en
el perfil del suelo (Accinelli y col., 2001; Vinther y col., 2001), que hace que la
degradacion del compuesto sea mas lenta cuanto mayor es la profundidad a la que se ha
tomado el suelo. Esto hecho apunta hacia que la degradacién de metidation en suelo
pueda ser fundamentalmente de tipo microbiolégico, como observan Getzin y Rosefield
(1968) y Getzin (1970).
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Figura IV-2: Degradacion de metidation a
distintas profundidades. Las barras verticales
expresan la desviacion estandar en cada una
de las determinaciones.

Aunque exista una disminucion de la poblacién bacteria en el perfil del suelo, no podemos
descartar la importancia de otros procesos abiéticos en la degradacion de metidation.
Estos procesos pueden estar relacionados con el contenido en arcillas, ya que otros
autores han observado que la presencia de éstas influye en la degradacién de metidation
en suelo (Getzin, 1970) y en la de otros OPs en agua (Sanchez-Camazano y Sanchez-
Martin, 1983).

3.1.a Ajuste a la ecuacion exponencial de primer orden

En la Tabla IV-1 se muestra el ajuste de la ecuacidon exponencial a los valores
experimentales de degradacién de metidation en el perfil del suelo.
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Tabla IV-1: Ajuste lineal de la ecuacién exponencial de los valores experimentales de degradacion
de metidation en el perfil del suelo.

Modelo S Sl SP
Lineal gj x 1 912) 89+1,0 129:0,6 87108
ok -k ias
C=C,"e R 08258 09364  0,8038
te 7.8 5,4 79
(dias)

El valor de R? que se obtiene en todos los casos es superior a 0,70, y segun Beulke y
Brown (2001) en todos los casos el ajuste a la ecuacion exponencial se puede considerar
aceptable. El mejor ajuste se obtuvo para el suelo de la capa intermedia (R = 0,9364)lo
que se corrobora con el valor de ti,, que estd de acuerdo con lo observado
experimentalmente (Figura IV-2).

Para la capa superficial y profunda, a pesar de que los coeficientes de correlacién son
buenos, los valores de las constantes de degradacion y los valores de t;, no concuerdan
con lo observado experimentalmente (Figura IV-2). Esta falta de concordancia revela que
la cinética de degradacion es mas rapida para S y mas lenta para SP, que la que predice
el ajuste. Estas diferencias entre los valores teéricos y los experimentales se pueden
achacar al bajo grado de ajuste obtenido (< 0,90), y ponen en entredicho la idea de que
un R%> 0,70 sea suficiente para considerar que el ajuste a la ecuacion exponencial es
aceptable.

Los resultados obtenidos, indican que existe una cinética de degradacion para metidation
diferente en el perfil del suelo.

3.2 Efecto de los enmendantes en la degradacion de metidation

Para analizar el efecto del lodo y TDTMA en la actividad microbiolégica del suelo, se
midi6 la actividad deshidrogenasa en las distintas muestras de suelo superficial sin
enmendar (S), enmendado con lodo (SL), con el surfactante cationico TDTMA (SS), y con
lodo y surfactante (SLS), y en muestras estériles (St y SLt) (Figura IV-3).

La medida de la actividad deshidrogenasa se considera una buena estimacion de la
actividad microbiologica oxidativa en el suelo (Camifia F. y col., 1998), y puede
relacionarse con la degradacién del insecticida.

Como era de esperar se observa una reduccién de la actividad microbiologica en las
muestras de suelo estéril, si se compara con las correspondientes muestras no estériles.
La mayor actividad microbioldgica se encuentra en los suelos enmendados con lodo (SL
y SLS). Este hecho se puede relacionar con el mayor contenido en m.o. de las muestras
enmendadas con lodo, ya que ésta es una importante fuente de nutrientes para los
microorganismos del suelo (Beck, 1984; Anderson y Domsch, 1989). Moorman y col.
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(2001) encuentran que la poblaciéon microbiana y la actividad deshidrogenasa aumenta
cuando adicionan m.o. exdgena a distintas muestras de suelo.

Actividad deshidrogenasa

g INTF (gh)™

t (dias)

(SRS £ 8L 288 +8LS X St ~8Lt

Figura IV-3: Actividad deshidrogenasa en

distintas muestras de suelo. Las barras
| verticales expresan la desviacién estandar en
cada una de las determinaciones.

La adicién de TDTMA no supuso ningin cambio en la actividad microbioldgica, ya que se

han obtenido valores iguales para las muestras S y SS. En consecuencia, el incremento

de la actividad deshidrogenasa en SL y SLS debe atribuirse, como se ha comentado a la

presencia de lodo y no a la del surfactante. Este hecho era de esperar debido a que la

enmienda con TDTMA no supuso un aumento significativo en el contenido de carbono del

suelo como se vera posteriormente (Tabla 1V-1), y por tanto en la fuente de nutrientes
para los microorganismos

| En la Figura IV-4 se representan los datos experimentales de la degradacién de
| metidation en suelo superficial sin enmendar y enmendado, y en los controles estériles.
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Figura IV-4: Degradacién de metidation en
muestras de suelo superficial. Las barras
verticales expresan la desviacién estandar en
cada una de las determinaciones.
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Como se puede observar, existe una diferencia clara entre la degradacion de las
muestras estériles y no estériles, siendo esta mucho mayor en las muestras no estériles.
Dupuis y col., 1971, estudian la degradacién de metidation en suelos autoclavados y sin
autoclavar, encontrando que ésta es rapida y mayor en las muestras no esterilizadas.

Los resultados obtenidos apoyan la hipétesis de que la actividad microbioldgica es una de
las principales causas de la degradacion de metidation en el suelo, enmendado o sin
enmendar. La importancia de la actividad microbiolégica en la degradacién de los
plaguicidas en suelo es un hecho aceptado por otros muchos autores (Robertson y
Alexander, 1994; Suett y col., 1996; Gisi y col., 1997; Shapir y Mandelbaum, 1997;
Crecchio y col., 2001).

En los suelos estériles se observa que la velocidad de degradacion es mas lenta en
presencia de lodo (SLt). Esta diferencia revela que la enmienda con lodo juega un papel
importante en la degradacion abiética de metidation. La mayor persistencia en la muestra
SLt puede deberse a la interaccion de componentes del lodo (moléculas organicas, etc.)
con puntos del suelo que actien como catalizadores en la degradacion del compuesto,
por ejemplo arcillas y cationes (Getzin, 1970; Grosby, 1970; Sanchez-Camazano y
Sanchez-Martin, 1989). Estas interacciones parecen controlar la cinética de la
degradacion cuando se suprime la actividad microbiolégica.

Las escasas diferencias en la degradacién entre las muestras enmendadas (SL, SS y
SLS) y sin enmendar (S) se pueden relacionar con el cambio en la adsorcion del
insecticida por la adicién de los enmendantes, ya que sélo la fraccién disuelta de un
plaguicida es la que estd disponible para ser degradada por los microorganismos del
suelo (Scow, 1993), y por tanto cuanto menor es la adsorcién mayor es la degradacion
(de Wolf y col., 1998).

Como se vio en los ensayos de adsorcion, excepto en la enmienda con lodo solo, hay
que resaltar que el valor de C.O. total por si mismo no basta para predecir el
comportamiento de adsorcion de un determinado absorbato, cuando se trata de aportes
exdgenos de naturaleza distinta (lodo y TDTMA). Este aumento se relaciond con el
contenido de C. O del suelo en el caso de la enmienda con lodo, pero en el caso del
surfactante catidnico el aumento de la adsorcion se observa a partir de un valor critico de
C.0. préximo a 2,4 x 10™ % (ver Tabla Ill-4). Considerando esta relacién, se ha querido
comprobar si el aporte de C.O. debido a los enmendantes en la incubacion fue suficiente
para aumentar la adsorcion del insecticida. La Tabla V-1 recoge los aportes de C.O.
calculados para cada muestra y se comparan con enmiendas similares utilizadas en la
adsorcion con el fin de estimar un valor aproximado del coeficiente de adsorcién. Los
célculos se realizan siguiendo la explicaciones dadas en capitulo dedicado a la adsorcion.

Las cantidades de lodo y TDTMA empleadas son similares a los ensayos de adsorcion
aplicando lodo al 4% y TDTMA a 1 cmc. Excepto en el caso del lodo, en los ensayos de
adsorcion se obtuvieron unas K; similares a la del suelo sin enmendar, por lo que la
enmienda empleada en estos ensayos de incubacién no ha modificado de forma
importante la adsorcion del insecticida al suelo. En el caso de la doble enmienda es dificil
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extraer conclusiones de los ensayos de adsorcion debido a que no se realiz6 un ensayo
similar.

Tabla IV-2: Aporte de C.O. al suelo en las muestras incubadas y su relacién con enmiendas
similares realizadas en los ensayos de adsorcién, con sus correspondientes coeficientes de
adsorcion.

Ensayos de Incubacion Ensayos de Adsorcion
% C.O. % C.0.
Lodo TDTMA Lodo TDTMA
S (0-25 cm) - - S - - 2,7
SL (4%L) 9,2 x10™ - SL(@%L) 9,2x10" - 4,1
SS (0,22 mg TDTMA g™ - 0,26 x 10" [ SS (1 cmc) - 0,24x10" 2,6
SLS (4%L + 0,22 mg g') 9,2x10" 0,26 x 10 * - - -

*En este caso no se tienen datos experimentales de adsorcién, para valores similares de
enmienda.

El efecto de la enmienda también se puede estudiar calculando los porcentajes de
metidation adsorbidos (Biggar y Cheung, 1973) en las isotermas de adsorcion a las
cuatro concentraciones que se ensayaron, en suelo enmendado con lodo al 4% y TDTMA
a 1 cmc (Figura IV-5).

Como puede observarse, los porcentajes de
adsorcién del insecticida en el suelo varian solo
de forma moderada con la adicion de los
enmendantes (S: 29 + 3%; SS: 33 + 5% y SL: 45

S . ’ + 3%), no existiendo datos experimentales de la
MetmgLy enmienda conjunta a estas concentraciones de
lodo y surfactante. Estos resultados explicarian
Figura IV-5: Porcentaje de metidation las escasas diferencias observadas en la
adsorbido en las isotermas de | degradacién de metidation en presencia de los
adsorcion. enmendantes ensayados.

Para el caso del surfactante, si se tiene en cuenta la cantidad afadida y se compara con
las experiencias de la adsorcion, el aumento que supuso es muy pequeiio (29 % para Sy
33 % para SS). Esta diferencia no parece afectar a la degradacién de metidation en el
suelo, debido a la similitud de los resultados con la muestra de suelo sin enmendar
(Figura I1V-4).

La enmienda con lodo (SL), aumenté la actividad microbiolégica en el suelo (Figura IV-3),
por lo que se esperaria una degradacién mayor que en el suelo natural. Sin embargo sélo
se observa una degradacién ligeramente menor en los primeros dias. Este pequefio
efecto puede explicarse si se tiene en cuenta que el porcentaje de adsorciéon del
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insecticida aumenta ligeramente (S: 29% y SL: 45 %), y consecuentemente la cantidad de
metidation disponible para ser degradada es ligeramente menor. También hay que tener
en cuenta que el aporte de lodo al suelo puede constituir una fuente de energia mas facil
de degradadar para los microorganismos, que sera preferida al insecticida. Moorman y
col. (2001) en el estudio de la degradacién de trifluralina en suelos enmendados con m.o.
exégena encuentra que si bien la adicién de ésta produce un aumento de la actividad
deshidrogenasa en el suelo, este aumento no afecta la degradacién del compuesto.

En la enmienda conjunta de lodo y surfactante en el suelo (SLS), la mayor contribucién a
aumentar la capacidad de adsorcion de metidation se debe a la adicién de lodo, ya que la
cantidad de surfactante afadida (0,24 x 10" %) es 10 veces menor que la que produjo un
aumento significativo en las isotermas de adsorcién (2,4 x 10" % para TDTMA a 10 cmc).
Aunque en este caso no se tienen datos experimentales de adsorcion, cabe esperar por
los resultados obtenidos en las experiencias en “batch” que el principal efecto se deba a
la adicién de lodo, y que por tanto el efecto sea similar al caso anterior (SL). Esta
afirmacién se apoya con el hecho de que la degradacién en la muestra SLS, es similar a
la de la muestra enmendada solo con lodo. Por otro lado, el poco efecto que ejerce la
pequefa cantidad de surfactante afadida al suelo se corrobora con el hecho de la
similitud de los datos en la actividad microbiolégica entre SL y SLS, de la misma manera
que ocurria con S y SS (Figura IV-3).

Para concluir podemos afirmar que la adicién de lodo de depuradora y el surfactante
cationico en las cantidades ensayadas, modifican levemente la adsorcién del insecticida.
Esto da lugar a que la fraccion de la molécula disponible para ser degradada por los
microorganismos del suelo sea similar en todos los casos, y a que existan pocas
diferencias en el proceso de degradativo.

3.2.a Ajuste de los datos a ecuaciones matematicas

El empleo de ecuaciones matematicas que intenten explicar la degradacién de los
plaguicidas en el suelo ha sido una herramienta ampliamente utilizada en el estudio de
los procesos degradativos (Lafleur y col., 1978; Sanchez-Camazano y Sanchez-Martin,
1983; Romero y col., 2000). Las constantes de degradacion permiten estimar la
persistencia de un compuesto en el suelo y ademas son necesarias en modelos
matematicos que simulan el comportamiento de los plaguicidas en el suelo (Dubus y col.,
1999; Beulke y Brown, 2001; Beulke y Malcomes, 2001).

Dentro de las ecuaciones matematicas, el modelo lineal (monofasico o cinética de un
compartimento) basado en la ecuacién exponencial de primer orden, es uno de los mas
empleados (Lafleur y col., 1978; Gustafson y Holden, 1990; Zimdahl y col., 1994; Garcia-
Valcarcel y Tadeo, 1999; Beulke y col., 2000; Bending y col., 2001; Beulke y Brown,
2001). Alguna de las razones de su uso es que tiene una matematica sencilla, funciona
en la mayoria de los casos (Zimdahl y col., 1994), y es uno de los més empleados en los
modelos de simulacion del comportamlento de los plaguicidas en el suelo (Beulke y
Brown, 2001).
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Cuando la degradacion no se ajusta a una cinética de primer orden, puede seguir un
modelo bifasico (Romero y col., 1998; Beulke y Brown, 2001). Existen varias ecuaciones
empiricas no lineales que describen el modelo de degradacién bifasico, como el modelo
del compartimento protegido (“protected compartment model”), el propuesto por
Gustafson y Holden (1990), el modelo biexponencial o la ecuacion de Hoerl (Beulke y
Brown, 2001).

En la Figura IV-6 se representan los puntos experimentales de la degradacién de
metidation en suelo superficial en los diferentes tratamientos (S, SS, SL, SLS, St y SLt),
junto con las curvas tedricas del ajuste al modelo lineal (ecuacion exponencial de primer
orden), a la ecuacién bioexponencial y a la Hoerl.

EXPONENCIAL HOERL

% Cond. Inicial
% Cong. Inicial

BIOEXPONENCIAL

¥ Cone. nicial

tickas)

oS 4 SL © 88 +SLS XSt £ 8Lt

Figura IV-6: Graficos de los distintos tipos de ajustes empleados. Las barras
verticales expresan la desviacion estandar en cada una de las determinaciones.

En la figura se observa como los modelos bifasicos son mas apropiados para el ajuste de
los datos experimentales en las muestras no estériles, mientras que los controles
estériles se ajustaron bien a todas las ecuaciones propuestas.

En la Tabla IV-3 se muestran las constantes de degradacion obtenidas en cada uno de
los ajustes empleados, junto con algunos parametros estadisticos del ajuste. También se
han calculado el valor de las constantes de degradacion, suponiendo que existen dos
procesos cinéticos de primer orden, uno a tiempos cortos y otro a valores de tiempo
mayores, definidos por las constantes k; y ko.
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Tabla IV-3: Parametros obtenidos del ajuste de distintos modelos matematicos a los datos de
degradacion de metidation en suelo.

Modelo S SS SL SLS St SLt
Exponencial kx10° 8910 9910 9607 98206 54101 21301
.kt (dias™)
C=C,*e
R 0,8258 0,7957 0,8657 0,8835 0,9818  0,9367
by 7,8 7,0 7,2 6,9 12,8 33,8
- (dias)
A tiempos cortos I((, X 1(1)2 30,8+1,9 336+1,4 256+0,8 19,6+06 4,7+0,3 24104
dias™)
- 0,9547 09755 0,9854 09853 09817  0,7561
A tiempos largos k2 x 1(1)2 4603 33103 4103 39104 6903 1904
(dias™)
4 0,9623 0,9099 09386 0,8278 09772  0,7233
Ec. Hoerl -bx10° 31,3%0,7 40,521,1 51208 6009 59202 18202

(dias™)

_ ok bt % c
y=a"e t 2
-cx10° 539452 499+76 383+54 32,7+64 3,7:1,7 1,8+13

e 09665 09176 0,9519  0,9341 0,9836  0,9396

Ec. Bioexponencial I;(’;,x 1_9)‘ 13,0 422 18,8 18,7 65 0,43
' 1as

C k *C, K2x10° 054 0,17 0,14 0,01 -0,03 0,03
= (dias™)

1 ' % * kll*t _ 1
(kl +k, Co) e kyCo  Epe 3096 3359 3958 12540 985 545,6

*ER: error estandar

Con el ajuste a la ecuacién exponencial se obtuvieron valores de R®* 0,70 en todos los
casos, por lo que segin Beulke y Broen (2001) se puede considerar aceptable. Pero
excepto en las muestras control, el ajuste subestima el valor de C, y la velocidad de
degradacién de metidation a tiempos cortos. Este hecho que ha sido observado por otros
autores (Zimdahl y col., 1994; Beulke y Brown, 2001). La falta de ajuste ha sido achacada
a la hetereogeneidad de las muestras de suelo (Gustafson y Holden, 1990; Beulke y col.,
2000 y a otros muchos factores (presencia de agua, de superficies cataliticas o la
variabilidad en la poblacién microbiana), que no se reflejan en ninglin parametro de la
ecuacién exponencial (Zimdahl y col., 1994). En nuestro caso, la influencia de Ila
poblacién microbiana puede ser el principal motivo de desajuste, ya que en las muestras
control el ajuste es bueno y los valores de t,» (12,8 y 33,8 dias) concuerdan con los datos
experimentales (Figura IV-6).

Por esta razén se decidié ajustar los valores experimentales considerndo dos procesos
cinéticos de primer orden, obteniéndose dos constantes de degradacion (k;, a tiempos
cortos y k», a tiempos largos). El uso de dos constantes de degradacion para describir la
degradacién de los plaguicidas ha sido propuesto por varios autores (Hyzak, y Zimdahl,
1974; Lafleur y col., 1978; Lafleur, 1980; Parker y col., 1982 y 1983; Sanchez-Camazano,
y Sanchez-Martin, 1983), aunque su empleo no tiene base tedrica (Zimdahl y col., 1994).
Los valores de K; son mucho mas grandes que los de K, mientras que los de K; son mas
pequenos. Solamente en el caso de las muestras control los valores de ambos
constantes se encuentran préximos al valor de K.
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La forma de las curvas de degradacién, con un rapida pendiente inicial seguida de una
segunda etapa mas lenta, nos indica que los modelos bifasicos pueden ser mas
apropiados para describir la degradacion de metidation en el suelo (Beulke y Brown,
2001). Este hecho puede estar relacionado con dos fracciones de la molécula con distinta
biodisponibilidad para ser degradadas (Lafleur y col., 1978; Gustafson y Holden, 1990).
Algunos autores lo achacan también a que el proceso de equilibrio en la adsorcion del
plaguicida al suelo puede ser mas lento del esperado, y el plaguicida una vez adsorbido
se degrada mas lentamente que antes de estarlo (Hamaker y Goring, 1976; Scow, 1993).

En el ajuste a Hoerl, el valor del parametro ¢ en las muestras St y SLt esta muy préximo a
cero, lo que muestra que el ajuste lineal a la ecuacién exponencial es una buena
aproximacién en este caso (Zimdahl y col., 1994). En las otras muestras el valor de ¢ <0
indica que la degradacion del compuesto es mas rapida al principio que al final (Zimdahl y
col., 1994).

Con la ecuacién bioexponencial también se obtuvo un buen ajuste a los valores
experimentales, aunque en este caso es mas dificil comparar con las otras ecuaciones ya
que el parametro que nos habla del grado de ajuste es distinto (desviacion estandar).

El problema del empleo de ecuaciones distintas a la exponencial de primer orden es que
no se pueden calcular valores de t;; y la estimacién de valores de TD50 considerando
cinéticas de otro orden puede conducir a valores muy distintos segun la ecuacion
empleada (Leake y col., 1995; Beulke y Brown, 2001). Los valores de t;,. calculados para
metidation con el modelo lineal oscilan entre 12,8 y 33,8 dias para St y SLi,
respectivamente, y una media de 7,2 dias para el resto de las muestras. Si tenemos en
cuenta los ajustes a Hoerl y a la ecuacion biexponencial, graficamente se obtienen unos
valores de TD50 de entre 3 y 5 dias para las muestras no estériles, y de 16 y 35 dias
para las muestras estériles. Estos resultados indican que cuando con el ajuste a la
ecuacion exponencial se obtienen valores de R? < 0,9, los t;; que se obtienen pueden no
coincidir con lo observado experimentalmente.

De los resultados se deduce que la degradacion de metidation en el suelo enmendado o
sin enmendar es rapida, y concuerdan con los obtenidos en otros estudios. Getzin (1970)
en el estudio la degradacion de metidation en dos tipos de suelos (arcilloso y organico),
observé que la degradacion de este compuesto es rapida, y que en dos semanas
desaparecia el 50% de la concentracién aplicada.
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1 Introduccion

Entre los diferentes procesos bidticos y abidticos que afectan a la degradacion de los
plaguicidas en el campo, los de tipo fotodegradativo son unos de los menos estudiados,
pero a su vez unos de los mas importantes (Fielding y col., 1992). Estos procesos no sélo
tienen lugar en el momento de su aplicacién, sino también cuando los residuos alcanzan
la superficie del suelo debido a practicas de roturacién o por fenémenos de adveccion
debido a la evaporacién del plaguicida en la capa superficial.

Aunqgue estos procesos tienen lugar en los primeros milimetros del suelo (Hebert y Miller,
1990; Lartigues y Garrigues, 1995; Vaughan y Blough, 1998), la velocidad con la que
transcurren las reacciones fotoliticas suele ser mas rapida que la existente en otras
reacciones de tipo degradativo .

Los procesos de tipo fotodegradativo pueden ser directos o indirectos. En la fotolisis
directa la absorcion de la radiacion por el compuesto es la que da lugar a la
transformacién, mientras que en la indirecta la energia es absorbida por otros
constituyentes del medio (agua, suelo) y dan lugar a la formacién de especies excitadas
(Torrents y col., 1997). Estas especies excitas pueden transferir su energia a la
sustancia, o dar lugar a la formacién de especies reactivas (oxigeno singlete, radicales
hidroxilo, etc.), que intervendran en las reacciones fotoliticas que dan lugar a la reaccion
del compuesto (Zepp y col., 1985; Mill y col., 1980; Haag y Hoigne, 1986). En el suelo las
especies que pueden absorber la luz, ademas de los plaguicidas, son la materia organica
disuelta (m.o.d.) y compuestos inorganicos (agua, metales), jugando ambos un papel muy
importante en los procesos fotodegradativos directos o indirectos (Zepp y Cline, 1977;
Choudhry y Webster, 1985).

Los estudios de este tipo pueden llevarse a cabo bajo diversas condiciones de irradiacion
natural o artificial. La mayoria de los trabajos usan fuentes de irradiacion artificiales
(lAmparas de xenon o mercurio) que imitan a la luz solar (Taboada y col., 1995), o
radiacién UV (Khan y Gamble, 1983) con particulas que actiian como catalizadores (TiO,
o Fe,O;) ( Mansour y Feicht, 1994). Las ldmparas de mercurio de alta presion se usan
para acelerar la reaccion, ya que las reacciones fotoliticas dependen de la intensidad y la
longitud de onda utilizada (Katagi, 1990; Durand y col., 1994).

Pero aunque estos estudios de laboratorio son muy interesantes, la extrapolacién de los
resultados obtenidos a condiciones de campo no es muy acertada, debido a las
condiciones cambiantes de temperatura e irradiacion que existen en el campo (Chiron y
col., 1995b). En la actualidad existen pocas trabajos que estudien el comportamiento
fotodegradativo de los plaguicidas en suelo en condiciones ambientales (Takahashi y col.,
1985b; Hebert y Miller, 1990; Pelizzetti y col., 1992; Kochany y Maguire, 1994; Lartigues y
Garrigues, 1995; Konstantinou y col., 2001).

En este capitulo se estudiara la fotodegradacion de metidation en muestras de suelo
superficial enmedando y sin enmendar con lodo de depuradora y/ o el surfactante
cationico TDTMA, en condiciones de humedad y con irradiacién mediante luz natural. El
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objetivo era estudiar la fotodegradacion del insecticida objeto de estudio, en una
condiciones similares a las que tendrian lugar tras su aplicacion en campo.

2 Material y métodos

2.1 Material empleado

INSTRUMENTACION

CG Hewlett-Packard Serie Il 5890, equipado con un detector fotométrico de llama (FPD),
inyector automatico Hewlett-Packard 6890 con y sin divisién de flujo.

CG-Varian Star 3400 CX, equipado con un inyector automatico, y conectado a un
espectrometro de masas con trampa de iones Varian Saturn 3.

Cromatégrafo Liquido Hewlett-Packard 1090, equipado con un detector de diodos en
cadena y un integrador multicanal DPU.

Espectrofotometro para la medida de absorcién de la radiacion UV-Visible por las placas
Petri y el vidrio posteriormente utilizado.

Estacién metereoldgica (DILUS) con sensores de medida de la temperatura ambiental
(THIES) y radiacién solar (Piranémetro, Kipp & Zonen, THIES).

MATERIAL

Lodo de depuradora autoclavado.

Metidation (99 %, pureza).

Metidation oxon o GS 13007 (99%, pureza).

5-Metoxi-3H-(1,3,4) tidiazol-2-ona 0 GS 12956 (99%, pureza).
Papel de plata.

Placas Petri Pirex (9,7 cm d.i.).

Silicona transparente.

Suelo (< 0,63 mm), de la capa superficial (0-25 cm) y autoclavado.
TDTMA (Surfactante cationico).

Placas de vidrio de 9,5 cm de diametro.

2.2 Preparacion de las muestras

El estudio fotodegradativo del insecticida se llevé a cabo en finas capas de suelo himedo
sin enmendar (S) y enmendado, y en condiciones de luz y oscuridad. Los enmendantes
utilizados fueron lodo de depuradora (SL), TDTMA (SS) y una mezcla de ambos (SLS).
La enmienda con lodo se realizé por mezcla de éste con el suelo al 4%. La enmienda con
el surfactante se realizé de forma conjunta con la del plaguicida, como se explicara
posteriormente.
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Las capas de suelo (= 1 mm) se prepararon afadiendo 10 g de suelo (sin enmendar o
enmendado con lodo) sobre una placa Petri, y distribuyéndolos de la forma mas
homogénea posible. Para formar una pelicula de espesor uniforme se afadieron 10 mL
de agua MilliQ sobre cada una de las muestras, y se dejaron secar durante 48 h
aproximadamente. De esta forma se logra una capa de suelo delgada y de espesor
uniforme.

Una vez seca, se afiadieron 3 mL de una solucién de metidation a 33,3 mg L™ con un
pipeta. De esta forma la concentracién final en suelo fue 10 veces las dosis normalmente
usada en campo (1 ug g) y el contenido de humedad del 100% CC. Para realizar la
enmienda con el surfactante, se adiciona TDTMA a la soluciéon acuosa que contenia el
plaguicida hasta alcanzar una concentracion de 10 cmc. Tras la adicién del insecticida,
las placas se taparon con un vidrio de didmetro ligeramente inferior al de las placas Petri,
y se sellaron con silicona transparente para evitar la pérdida de humedad de las muestras
durante su exposicién a la luz solar. Una vez selladas, las placas Petri fueron expuestas
al sol por la parte inferior de las mismas.

En total se prepararon 88 placas, de las cuales 8 (2 repeticiones por cada tipo de
muestra) se extrajeron sin exponer a la radiacién solar y se utilizaron como controles a
tiempo cero. El resto (80 placas) se expusieron a la luz solar durante 21 dias entre los
meses de julio y agosto del 2000 (Figura V-1). De las 80 placas preparadas fueron
cubiertas con papel de plata por completo, para mantenerlas en condiciones de oscuridad
(Figura V-2). A intervalos de tiempo previamente fijados, las placas de suelo se retiraban,
se desmontaban y se extraia el suelo de su interior en su totalidad.

Figura V-1: Montaje del experimento de Figura V-2: Detalle de las muestras de

fotodegradacion en condiciones suelo expuestas a la radiacibn en

ambientales. condiciones de oscuridad (izquierda) y luz
(derecha).
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,,,,,,,,,,,,, Irradiacién e TEMPEIatura

De forma simultanea se midieron la

temperatura y la intensidad de la 1000 , : - A
FL A op A ianal

radiaciéon durante el periodo en el
que se realizé el estudio de
fotodegradacion (Julio-Agosto
2000) (Figura V-3).
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Temperatura (°C)

i 0 4 8 12 17 .21
En este periodo, las temperaturas
medias en el aire oscilaron entre

un valor maximo de 38 °C y un ] o
minimo de 15 °C. Los valores de Figura V-3: Datos de |rrad|a.0|on y
radiacién se encontraron entre 0 y temperatura durante los estudios de

970 W m2. fotodegradacion.

t (dias)

Estas fluctuaciones de la temperatura del aire tendran lugar también en la superficie del
suelo expuesta a la radiacién. Hay que considerar que la temperatura en en el suelo sera
mas alta que la del aire debido a la absorcion de la luz solar (Smith y col., 1978).

2.3 Analisis de las muestras

Las muestras de suelo se extrajeron en Soxhlet con 75 ml de Acetona durante 6h, por el
procedimiento descrito en el apartado 1I-3.3.

A partir del dia 10 y debido a que la concentracion era muy baja, el sobrenadante se
trasvasé y se concentré en corriente de Ny hasta sequedad. En este caso las muestras se
redisolvieron en 200 uL de hexano, a los que se afadieron 5L de P..a5mgL".

Cada uno de los extractos fue analizado por duplicado mediante CG, y se conservaron a
— 80 °C hasta su analisis por CG-MS.

2.4 Determinacion de los productos por CG-MS

La determinacion del analito en estudio junto con algunos de los posibles fotoproductos
se llevé a cabo por CG-MS, en un CG-Varian Star 3400 CX, equipado con un inyector
automatico, y conectado a un espectrémetro de masas (Varian Saturn 3) con trampa de
iones.

Se utilizé6 una columna DB-SMS (5% de fenil, metil silicona, J & W Scientific) de 30 m de
longitud, 0,25 mm de d.i. y 0,25 um de grosor. Las temperaturas del inyector, de la linea
de transferencia y del detector colector fueron de 250, 250 y 200 °C respectivamente. El
helio fue usado como gas portador a un flujo de 1 mL min™.
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El programa de temperatura empleado fue el siguiente: temperatura inicial del horno

45°C (1 min), calentamiento hasta 250 °C a 20 °C min”, donde se mantuvo durante
4 min.

Cada 600 ms, y transcurridos 5 min desde la inyeccién, se recogia un espectro en modo
de impacto electrénico en el rango. de m/z comprendido entre 60 y 340.

Con estas condiciones de inyeccion los tiempos de retencion fueron: 7,31 min
(GS 12956), 12,63 min (metidation oxén), 12,66 min (bromofos) y 13,36 min (metidation).

2.5 Obtenciéon de los espectros de adsorcion UV-visible de
metidation y TDTMA

Se obtuvieron los espectros de absorcion del insecticida en estudio y del surfactante en
un rango de longitudes de onda que abarcaba la region del espectro de la luz UV-Visible
(200-450 nm).

Para ello, se inyectaron soluciones acuosas de ambos compuestos en un CL Heweltt-
Packard 1090, equipado con un detector de didos en cadena. Se utilizd una columna
SymmetryShield™ (Waters), con unas dimensiones de 150 x 2,1 mm, con una fase
reversa RPg de 5 um. La fase mévil empleada fue H;PO, 0,1 M (pH = 2,5)/ CH;CN ----M
(30/70), a un flujo de 0,2 ml min™. La temperatura del horno fue de 40 °C, y el volumen de
muestra inyectado 0,1 uL. En estas condiciones los tiempos de retencién de TDTMA y
metidation fueron de 1,3 y 1,8 min, respectivamente.

3 Resultados y discusidn

3.1 Efecto de los enmendantes

La fotolisis es el proceso por el cual la radiaciéon ultravioleta o visible (290-450 nm,
Grosby, 1970) produce transformaciones en los compuestos quimicos (Wolfe y col.,
1990). Puede ser directa o indirecta, segun sea producida por la absorcion de la radiacion
solar por el compuesto o por otros compuestos que absorban la radiacién y sean capaces
de transformarse e inducir reacciones de tipo fotodegradativo. Para la fotolisis directa es
necesario que el compuesto absorba radiacion por encima de los 290 nm (Wolfe y col.,
1990), longitud de onda en la que comienza el espectro de la luz visible.

Los procesos directos o indirectos también dependeran de la profundidad que se
considere. Para los primeros, algunos autores los han restringido a los primeros 0,2-
0,3 mm superficiales (Hebert y Miller, 1990), mientras que los procesos indirectos pueden
ocurrir en los primeros 0,7 mm del suelo en estudios con luz natural (Zafiriou y col., 1984;
Takahashi y col., 1985b; Zepp y col.,, 1985; Jensen-Korte y col., 1987; Lartigues y
Garrigues, 1995; Vaughan y Blough, 1998). Esto es debido a que las especies reactivas
que se forman pueden moverse mediante procesos de tipo difusivo hasta 1 mm,
dependiendo de la humedad y porosidad del suelo, y debido a los gradientes térmicos en
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superficie, presentes en los estudios llevados a cabo con luz natural (Kostantinou y col.,
2001). Finalmente, ciertas especies inorganicas (arcillas, Fe,03 y MnO,), pueden actuar
como catalizadores y acelerar las reacciones en las que intervienen las especies
excitadas (Katagi, 1990; Kostantinou y col., 2001).

La absorcion de la luz y la fotolisis de contaminantes organicos se verd influenciada
también por la adsorcién, el contenido en m.o. del suelo y la formacién de oxigeno
singlete (Kostantinou y col., 2001) y la humedad del suelo (Getzin, 1970; Burkhard y
Guth, 1979; Romero y col., 1998).

Teniendo en cuenta que la fotolisis ocurre en una delgada capa de la parte superficial del
suelo, se ha estudiado la degradacién de metidation en laminas finas de suelo de la capa
arable autoclavado, sin enmedar (S) y enmendado con lodo (SL), con TDTMA (SS) y con
una mezcla de ambos enmendantes (SLS), en condiciones ambientales.

Los espectros de absorcién para metidation y el surfactante catiénico se muestran en la
Figura V-4 y V-5. En ambos casos existe absorcion por debajo de los 290 nm, en la zona
del UV.
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Figura V-5: Espectro de absorcion del

Figura V-4: Espectro de absorcion de
TDTMA.

metidation.

Las medidas realizadas tanto en las placas Petri como en disco de vidrio empleado que
se sitia en la cara inferior a la expuesta, muestran que el material empleado absorbe en
la zona del UV (Figura V-6), por lo que los procesos degradativos de tipo directo debidos
a esta radiacion se veran atenuados por la absorcion de la radiacién por el material.
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Figura V-6: Espectro de absorcién de las placas
Petri y del disco de vidrio.

Como se puede observar, ninguno de los dos compuestos (metidation y TDTMA) absorbe
por encima de los 290 nm, lo que indicaria que no sufririan procesos fotodegradativos de
tipo directo. Sin embargo, hay que tener en cuenta que en algunas ocasiones el espectro
de absorcion de la especie adsorbida es muy distinto del que se obtiene de la sustancia
en solucién (Kostantinou y col., 2001). Ademas, la adsorcion de un compuesto a
determinados materiales como las arcillas aumenta la superposicion del espectro de
adsorcion del compuesto con el de la luz visible, y por tanto la fotolisis puede ser mayor
de la esperada (Katagi, 1990). Estos hechos estarian de acuerdo con los resultados
obtenidos en nuestros ensayos.

En la Figura V-7 se muestran los datos experimentales de fotodegradaciéon de metidation
por irradiacion con luz natural, y en oscuridad.
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Figura V-7: Datos experimentales del proceso
fotodegradativo en condiciones de luz y oscuridad. Las
barras verticales representan las desviaciones estandar
de las determinaciones.
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La degradacion de metidation es en ambos casos rapida, y mayor en las muestras
expuestas a la luz. Las diferencias entre las muestras expuestas a la luz y las mantenidas
en oscuridad se pueden atribuir a procesos exclusivamente de tipo fotodegradativo, ya
que tanto el suelo como el lodo utiizado se encontraban autoclavados. La
fotodegradaciéon de metidation en suelo (Smith y col., 1978; Burkhard y Guth, 1979) y de
la molécula en si (Dejonkheere y Kips, 1974) ha sido observada por otros autores.

La rapida degradacion en las muestras de suelo mantenidas en condiciones de oscuridad
se puede atribuir a las elevadas temperaturas en las que se llevd a cabo el ensayo, que
pueden favorecer el proceso fotodegradativo y otros procesos, como la hidrdlisis del
compuesto en el suelo (Buskhard y Guth, 1979 ;Wolfe y col., 1990).

Las diferencias en la fotodegradacion de metidation en las muestras de suelo enmendado
(SL, SS, SLS) o sin enmendar (S), tanto en condiciones de luz como de oscuridad, son
en general pequenas si se tiene en cuenta las altas variaciones que se obtuvieron en las
determinaciones. Tanto en las muestras expuestas a la luz como las mantenidas en
condiciones de oscuridad la degradacion parece seguir el siguiente orden
S>SL>SLS>SS.

Estas pequenas diferencias pueden atribuirse a fendmenos de tipo adsortivo (Romero y
col,, 1998) y a la presencia de los enmendantes. En la Tabla --------- se expone el
porcentaje de C.O. que se aporta al suelo cuando se anaden los enmendantes, y se
relaciona datos experimentales de los estudios de adsorcion con cantidades similares de
los enmendantes.

Tabla V-1: Comparacién del aporte de C.O. que produce la adicién de los enmendantes en los
estudios de fotodegradacion y en los ensayos de adsorcién.

Fotodegradacion Ensayos de adsorcién
%C.0. %C.0.
Kf / %Ads
Lodo TDTMA Lodo TDTMA
S . - s - - 2,7/29+3
SL (4%L) 9,2 X10™ - SL (4%L) 9,2x10™ - 4,1/45+3
$S(0.3mgg’) - 1,8 x 102{SS (1 cmc) - 24x10% 26/33+3
SLS (4%L +0.3mgg") 9,2X10" 1,8x10? - - -

Teniendo en cuenta estos resultados, la mayor adsorciéon del plaguicida se produciria en
las muestras de suelo enmendadas con lodo, seguida de la enmienda con surfactante, y
la menor adsorcion se produciria en suelo sin enmendar.

Segun los resultados obtenidos en las isotermas de adsorcion, en la muestra de suelo sin
enmendar se produciria la menor adsorcion del plaguicida, y por tanto existiria una mayor
la fraccién de moléculas sin adsorber susceptibles de ser fotodegradada en el suelo.

La enmienda con el surfactante catiénico puede aumentar la adsorcion del insectida al
suelo y por tanto disminuir su fotodegradacién. En otros estudios de tipo fotodegradativo
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se ha visto que la presencia de surfactantes (anidnicos y noi6nicos) puede influir en el
proceso, especialmente cuando la concentracion de éstos es superior a la cmc y se
encuentran formando micelas (Chu y Jafvert, 1994). Larson y col. (2000), estudian la
degradacién de varios compuestos nitrogenados en presencia de tres tipos de
surfactantes (ani6nicos, catidnicos y no iénicos) y en solucién acuosa . En este estudio es
el surfactante de tipo catidnico cetil trimetil amonio bromuro (CTAB), el que aumenta la
degradacién de los compuestos nitrogenados. Aunque en nuestro caso los resultados
obtenidos apuntan hacia un papel totalmente distinto del surfactante, que reduciria la
fotodegradacion del insecticida, este hecho se podria relacionar con un aumento en el
plaguicida adsorbido que daria lugar a una fotodegradacién menor del compuesto.

La presencia de lodo, puede producir un efecto antagénico, ya que al mismo tiempo que
aumentaria la adsorcién del insecticida, puede actuar como fotosensibilizador (Takahashi
y col., 1985b; Zepp, 1998; Konstantinou y col., 2001) y aumentar la degradacion del
compuesto no adsorbido. Este hecho explicaria que la degradacion en suelo enmendado
con lodo la degradacion sea menor que en suelo enmendado con TDTMA, a pesar de
producir una mayor adsorcién del insecticida. En el caso de la muestra de suelo
enmendada con lodo y TDTMA, aungue no tenemos datos experimentales en las mismas
condiciones, parece producirse un efecto similar que el explicado anteriormente: un ligero
aumento de la adsorcién del insecticida y una degradacién menor que en el suelo sin
enmendar por la presencia de lodo.

Sin embargo, las escasas diferencias en los resultados obtenidos y la alta variabilidad de
los mismos, impiden extraer una conclusion clara. Los resultados encontrados por otros
autores, parecen confirmar las escasas diferencias en el proceso degradativo que supone
la adicién de los enmendantes por cambios en la adsorcién del insecticida. Burkhard y
Guth (1979) en el estudio de la fotodegradacion de metidation en suelos himedos
concluyen que la hidrélisis es el principal proceso degradativo, y que se ve retardada
ligeramente por fendmenos de tipo adsortivo. Smith y col. (1978) ) no encuentran una
relacién entre el contenido en C.O. del suelo y la fotodegradacion de metidation en seis
tipos distintos de suelo.

En la Tabla V-2 se muestran los resultados del ajuste de los datos al modelo exponencial
del primer orden. Se eligi6 este modelo porque los resultados experimentales no parecen
seguir el perfil de un modelo bifasico, y en los ensayos de incubacién se obtuvo un buen
ajuste con este modelo en los suelos esterilizados. En general, los parametros del ajuste
son muy similares en todos los casos, lo que apoyaria la hipétesis del poco efecto de los
enmendantes.
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Tabla V-2: Ajuste de los datos experimentales al modelo lineal

Modelo S SS SL SLS
LUZ
t)e (dias) 1,7 1,6 1,8 18
kx10' 39,03 43103 38:03 39%03
(dl’as—) W =y 1 ZY, O = U, ™ =Y
i R 08869 08611 08960 0,8898
C=C,*e
OSCURIDAD
tio (dias) 4,1 5,8 2,6 3,0
kx10'
fdotdy 17501 12£01 27203 23:01

R 0,9244 09401 0,8531  0,9532

Los valores de los parametros para las muestras mantenidas en condiciones de
oscuridad, se pueden comparar con los que se obtuvieron en los ensayos de incubacion
en la muestra de suelo estéril (k= 0.054 y t;»,= 12,8 dias). Se observa como el proceso
fotodegradativo es mucho mas rapido (entre tres y cuatro veces mayor), y los t,» son
menores en todos los casos. Este hecho confirma el efecto de la temperatura en el
proceso, aumentando la degradacion del compuesto.

3.2 Identificacién de los fotoproductos

Estudios de fotodregradacion utilizando luz natural (Smith y col., 1978; Mikami y col.,
1984) o luz artificial (Burkhard y Guth, 1979; Allimaier y Schmid, 1985) han revelado que
los plaguicidas OPs se degradan principalmente mediante procesos de fotoliticos dando
lugar a la ruptura del ester y/ o a la oxidacion del enlace P=S (Goodman, 1988; Atkinson,
1989; Katagi, 1990). La oxidacion de metidation, conduce a la formacién de metidation
ox6n o GS 13007, y este compuesto ha sido identificado en el estudio de la degradacién
de metidation en capas de suelo seco (Smith y col., 1978).

En los ensayos realizados por Burkhard y Guth (1979) con metidation, encuentran que la
fotodegradacion en suelo de este insecticida es igual en suelo himedos que en suelos
secos, siendo el 5-metoxi-3H-(1,3,4)-tidiazol-2-ona (GS 12956) el principal producto
formado. Este es también el principal producto formado en los estudios de
fotodegradaciéon de soluciones acuosas. Dejonkheere y Kips (1974), demuestran en su
trabajo que GS 13007 y GS 12956, se encuentran entre los productos de degradacién de
metidation.

Estos resultados nos llevaron a intentar identificar en las muestras de suelo extraidas los
compuestos GS 12956 y metidation oxon como posibles fotoproductos. Metidation oxon
como posible primer fotoproducto tras la oxidacién de metidation, y GS 12956 como
producto final del proceso fotodegradativo.

Bajo la condiciones analiticas descritas anteriormente se lograron separar los cuatro
productos (metidation, metidation oxon, GS 12956 y bromofos, utilizado como P.l.) de una
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solucion patrén a 10 mg L™ en cada uno de los compuestos y preparada en hexano
(Figura V-8). Tras la obtencidn de los espectros individuales de cada uno de los
productos con soluciones patrén preparadas en hexano (10 mg L) (Figuras V-9, 10, 11y
12), se identificaron los productos usando el fragmento mas significativo en cada caso:
m/z = 145 para metidation y metidation oxon, 132 para GS 12956 y 331 para bromofos,
respectivamente (Figura V-13).

Para la confirmacion de la eficacia del método analitico utilizado en la extraccién de los
productos anteriormente mencionados, se extrajeron dos muestras de suelo adicionadas
con metidation (10 ug g"'), GS 13007 y GS 12956. Una de las muestras de suelo ademas
fue enmendada con lodo, para comprobar su efecto en la identificacion de los
compuestos. Como el método de extraccién con acetona de suelo hiumedo precisa de la
posterior extraccion del concentrado con el método de extraccion por Mw de soluciones
acuosas concentradas, también se comprobé la eficacia de este método en la extraccién
de una solucién acuosa (40 mg L") que contenia los tres productos. Los cromatogramas
(Figuras V-14 y 15), muestran que en ambos casos nuestro método es capaz de extraer
los tres productos, aunque en el caso de metidation oxén la sensibilidad del método es
muy pequeia. Burkhard y Guth (1979) utilizan también acetona en la extraccion de suelo
para la identificacién de fotoproductos de metidation.

Una vez confirmada la validez del procedimiento analitico, los extractos de suelo fueron
analizados por GC-MS. En todas las muestras se identifico la presencia de metidation
(m/z = 145, tg = 13,36 min), pero en ningln caso se encontraron los fotoproductos GS
13007 o GS 12956. En las Figuras V-16, 17, 18 y 19 se muestran los cromatogramas de
dos muestras de suelo (S y SS), extraidas a intervalos de tiempo distintos desde el
comienzo de la experiencia. Se observa que la cantidad de metidation en la muestra de
suelo sin enmendar (S) es menor que en la muestra de suelo enmendada con el
surfactante (SS), a los 7 dias, pero en ninglin caso se confirmé la presencia de los
productos anteriormente mencionados.

Smith y col. (1978), detectan la presencia de metidation oxon en la degradacion de
metidation en suelo seco irradiado con luz solar, pero en este caso la cantidad de
metidation adicionada al suelo usada fue 70 veces superior a la empleada en nuestro
estudio (700 ug g”') y las experiencias se realizaron en presencia de ozono.

Sin embargo Burkhard y Guth (1979), si detectaron la presencia de GS 12956 aplicando
metidation al suelo en una concentracion idéntica a la empleada en este ensayo
(10 ug @), y en similares condiciones, ya que utilizaron una lampara de xenon (espectro
parecido al de la luz solar), y un dispositivo que eliminaba la incidencia de radiaciéon UV
sobre la muestra.
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Figura V-8: Cromatograma de la solucién patrén preparada en
hexano (10 mg L") de los tres productos analizados, més el P.1.
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Figura V-12: Espectro de masas de GS 12956.
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Figura V-14: Cromatograma CG/EM de la extraccion de una
muestra de suelo a la que se adicionaron los tres productos
estudiados. En la parte superior aparece el cromatograma de i6n
total, y en las inferiores los cromatogramas de iones unicos
(“single ion”) a los valores de m/z de 145y 132.
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Figura V-15: Cromatograma CG/EM de la extraccion de una
solucidn acuosa a la que se adicionaron los tres productos
estudiados. Ver pie de la Figura V-14.
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Figura V-16: Cromatogramas CG/EM de la muestra SS
expuesta a la luz, transcurridos 3 dias desde su aplicacién. En
la parte superior aparece el cromatograma de i6n total, y en las
inferiores los cromatogramas de iones tnicos (“single ion”) a los
valores de m/z de 145, 132 y 331.

T0T /IAI\Mﬁ M E
0.374 T T N I T T8
scan: 1336
1457 W height: 3,111
s/n: 55.9
dall b A
0.69 bl TR, T T et b
E r
1327 b
[ A, . f\‘\
st
6.16x ! i bean: 1266 ! 4
height:|5,257 L
s/n:|5257.0
331 i
i
-— s
600 800 1000 1200 1400 scan no.
5.99 7.99 3.99 11,99 13.99 t {min}

Figura V-17: Cromatogramas CG/EM de la muestra SS
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pie de la Figura V-16.
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Figura V-18: Cromatogramas CG/EM de la muestra S expuesta a
la luz, transcurridos 7 dias desde su aplicacion. Ver pie de la
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1 Introduccion

Dado que actualmente no existe el plaguicida ideal, es necesario conocer los parametros
que rigen la dindmica de un plaguicida en el suelo, con el fin de evitar la contaminacién
de suelos y aguas. De la movilidad de un plaguicida en el suelo dependera la posterior
contaminacién de las aguas subterraneas, y ésta esta inversamente relacionada con su
coeficiente de adsorcion (Liu y col., 1995). En los estudios de movilidad es frecuente el
uso de columnas del suelo intacto (Locke y col., 1994; Matocha y Hossner, 1999) o
empaquetadas (Smith y col., 1992; Sanchez-Camazano y col., 1997; Socias-Viciana y
col., 1999).

La utilizacion de un tipo u otro de columnas presenta una serie de ventajas e
inconvenientes. Los estudios en columnas empaquetadas son Utiles para caracterizar la
fraccion del compuesto que se mueve principalmente a través de la matriz del suelo, son
faciles de preparar, homogéneas, reproducibles y poco costosas (Kookana y col., 1992).
Tedricamente se postula que los plaguicidas pueden quedarse atrapados en los
microporos del suelo, y de esta forma se protege el plaguicida de fenémenos tales como
lixiviacion y degradacién microbiolégica. En los estudios de laboratorio con columnas
empaquetadas estos fendbmenos se suprimirian (Honeycutt y Schabacker, 1994). Uno de
los principales desventajas del uso de estas columnas es que no se mantienen intactas
las caracteristicas del suelo en condiciones naturales (Locke y col., 1994) y que no
describen los fenémenos de flujo preferencial que tienen lugar en condiciones de campo
(Li y Ghodrati, 1994).

En nuestro ensayos se han empleado columnas de suelo empaquetadas, ya que el
motivo era estudiar las modificaciones en el transporte de metidation que se pudieran
producir por la introduccién de una enmienda con lodo, con el surfactante catiénico
TDTMA, o con una mezcla de ambos.

2 Material y métodos

2.1 Material empleado

El material empleado para los experimentos de lixiviacion fue el siguiente:

Arena de cuarzo lavada (HCI 1 N) y cribada con tamices de 2, 0,63 y 0,2 mm.

Autoclave.

Bomba peristaltica.

Cilindro de metacrilato de 5,2 cm de diametro interno (d.i.) y 15 cm de longitud.

Electrodo selectivo de CI" (Crison modelo 15 213 3000), acoplado a un m|I|voIt|metl:0/ \
Gasas de algodoén. \\
Lodo de depuradora.

Simuladores de lluvia (gomas y agujas hipodérmicas).
Solucién de CaCl,.

" Eﬁ\ ib.\/
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Solucién de metidation en acetona.

Suelo (< 2 mm) de tres profundidades 0-25 cm, 50-75 cm y 100-110 cm.
TDTMA (Surfactante cationico).

Timerosal.

2.2 Preparacion de las columnas

La preparacion de las columnas de suelo se realizé en todos los casos siguiendo el
mismo procedimiento, con el fin de obtener un empaquetamiento los mas uniforme
posible.

En el fondo del cilindro de metacrilato (provisto de un disco agujereado del mismo
material para permitir el paso de la muestra acuosa) se colocé una gasa de algodén de
5,1 cm de didmetro y un filtro de arena, para permitir el paso de los lixiviados. El filtro de
arena estaba constituido por una capa de 25 g de arena gruesa situada en el fondo,
seguida de una capa de arena intermedia (19 g) y una de arena fina (11 g). A
continuacién se puso ofra gasa y una capa de suelo de aproximadamente 140 gy 5 cm
de altura. La colocacién de cada una de las capas se realizd muy lentamente y con una
leve compactacion.

Finalmente, se colocaron otras dos gasas y una capa de arena gruesa (20 g, 1 cm), para
mantener la integridad del suelo, reducir la evaporacion y mejorar la distribucion del agua
y del plaguicida.

En total se prepararon 10 columnas: cinco con suelo de la capa arable, dos con suelo de
capa intermedia, dos con suelo de la capa profunda y una con el material (arenas y
gasas).

Con el suelo de la capa superficial se prepararon dos columnas sin enmendar, una de
ellas con suelo tamizado Gnicamente (S), y la otra con el mismo esterilizado con timerosal
(St). La esterilizacion se llevd a cabo sumergiendo la columna hasta saturacion
(aproximadamente 24 h) en una solucién del bactericida al 2 %.. Tres columnas de suelo
de la capa arable fueron enmendadas, una de ellas con lodo (SL), otra con el surfactante
catiénico TDTMA (SS) y la dltima con ambos enmendantes (SLS). La enmienda con lodo
se llevd a cabo mezclando la mitad de la cantidad total de suelo (70 g) con el biosélido al
4 %, y colocandolo en la parte superior de la misma, imitando la forma de aplicacién en
las précticas agricolas y utilizando una dosis similar a la utilizada en las mismas (Bellin y
col., 1990; Fresquez y col., 1990). Para la enmienda con el surfactante se sumergieron
las columnas hasta saturacion (72 h) en una solucién (10 L) del mismo a 10 cmc. La
enmienda conjunta se llevd a cabo realizando primero la enmienda con lodo de la forma
anteriormente descrita, y a continuacion sumergiendo la columna en la solucién de
TDTMA hasta saturacion.

Las otras cuatro columnas fueron: dos con suelo de la capa intermedia (Sl y Sla), una de
ellas con suelo autoclavado (Sla), dos columnas con suelo de la capa profunda (SP y
SPa), una de ellas con suelo autoclavado (SPa). Estas columnas se montaron
posteriormente, tras observar una reduccién en la recuperacion al esterizar el suelo con
timerosal.
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Por Gltimo, para comprobar que el material empleado no retenia al insecticida, se preparé
una columna sin suelo (A), pero con el resto del material (arenas y gasas).

Una vez preparadas las columnas fueron introducidas en agua (excepto SS y SLS, que
se sumergieron en la solucién de surfactante), y saturadas por capilaridad durante 72 h,
permitiéndose tras ese periodo un drenaje de las mismas para eliminar el exceso de
solucién acuosa. De este modo, también se consigue retirar el aire de las mismas.

La irrigacion de las columnas se realizd con un
simulador de lluvia (Figura VI-1) colocado a unos
5 cm por encima de la ultima capa de arena. El
irrigador estaba constituido por cinco agujas
hipodérmicas (0,33 x 12,7 mm), insertadas
radialmente en un tubo de goma. De esta forma
se consigue una lluvia artificial con gotas

pequefias, distribuidas de forma uniforme.

Figura VI-2: Montaje de los experimentos de
lixiviacion. 1 depdsito agua, 2 bomba peristaltica,
3 goteros, 4 simuladores de lluvia, 5 columnas, 6
matraces kitasatos, 7 tubo de conexién a la
bomba de vacio.

Figura VI-1: Simulador de lluvia.

Los simuladores de lluvia estaban
conectados a una bomba peristaltica de
flujo variable (Figura VI-2) que era
alimentada con agua destilada desde
un depodsito colocado en la parte
superior. La velocidad de irrigacion se
regulbé con unos goteros, obteniéndose
una velocidad de lixiviacion de 34 +
2mL h' (excepto en la columna de las
arenas). La lluvia artificial se aplico 8 h
al dia durante dos dias. Para asegurar
la recogida de los lixiviados e impedir
que las columnas se encharcasen se
les aplic6 un vacio de 5 mm de Hg. Los
lixiviados eran recogidos en matraces
kitasatos conectados a las columnas.
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2.3 Aplicacion del insecticida y del trazador

La adiciéon de metidation se realiz6 distribuyendo uniformemente con una pipeta graduada
2 mL de una solucién del insecticida a 1 g L, preparada en acetona, sobre cada una de
las columnas. Esta aplicacion corresponde a unas diez veces la dosis utilizada en campo

(1ugg?).

Para conocer el movimiento del agua a través de la columna, y el coeficiente de
dispersién (D4s) se aplicaron de la forma mas uniforme posible 2 mL de CaCl, 0,1 M,
sobre cada una de las columnas. La concentracién de CI en los eluatos se determind por
valoracién con AgNO; 0,1 M y electrodo selectivo de CI” acoplado a un milivoltimetro
(Romero y col., 1996).

Finalmente, se anadieron 2 mL de agua para lavar la capa de arena y favorecer la
incorporacién al suelo del insecticida y el trazador. La aplicacién de ambos se llevé a
cabo aproximadamente 15 h antes de comenzar el experimento de lixiviacion. Se
pretendia por un lado conceder un tiempo para se evaporase la acetona, y por el otro,
que el plaguicida se adsorbiese sobre el suelo.

2.4 Recogida y analisis de las muestras

Los lixiviados fueron recogidos a intervalos de tiempo de 20 minutos durante las tres
primeras horas, para obtener las curvas de movilidad del trazador. Transcurrido este
tiempo se recogieron las fracciones cada hora, 8 horas al dia durante dos dias, y se
desmontaron el tercer dia, excepto la columna A que fue desmontada el primer dia. Esta
dltima columna se desmonto, ya que al no existir retencion del plaguicida en la misma se
lixivié toda la cantidad aplicada en el primer dia.

Tras dejar las columnas drenar durante un tiempo, el suelo fue desplazado de su interior,
y dividido en dos partes (superior e inferior). De cada parte (previamente pesada) se
extrajeron por duplicado muestras de 25 g. La humedad de las muestras fue determinada
por desecacion en estufa a 105 °C hasta pesada constante, encontrandose en todos los
casos entre el 3540 %. La extraccién se realizdé con una mezcla de HT (1:1), siguiendo
el procedimiento empleado en el apartado 3.2 del Capitulo Il. Los porcentajes de
recuperacion aplicados fueron distintos en cada caso, dependiendo de la matriz de la
muestra extraida (Tabla II-18).

Los lixiviados se determinaron utilizando el método de extraccion por Mw para soluciones
acuosas concentradas descrito anteriormente (apartado 11-3.2).

2.5 Ensayos de estabilidad y/o adsorcion al material

Para comprobar que el metidation no se adsorbia sobre los materiales empleados en las
columnas, se sumergieron 3 discos de malla de plastico (P), 6 de gasa de algod6n (A) y 3
de metacrilato (M) del mismo material empleado en la fabricacién de las columnas, en
50 mL de sendas soluciones acuosas preparadas a 50 mg L'. Las soluciones se
introdujeron durante aproximadamente 12 h en la camara termostatizada a 20 °C, junto
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con una solucién control (C). Transcurrido ese tiempo 1 mL de cada una de las muestras

se extrajo por el método de extraccion de soluciones acuosas concentradas (apartado |l-
3.2).

También se estudié la estabilidad de metidation en una solucién acuosa preparada a
10 mg L™, y mantenida en las mismas condiciones en las que se prepararon las columnas
de suelo (temperatura ambiente, tres dias), en presencia de luz y en oscuridad.

2.6 Aplicacion del modelo de lixiviacion

El transporte de los solutos a través de las columnas de suelo se simula por aplicacién
del modelo PESCOL basado en el descrito por Boesten y van der Linden (1991) para
estudios de lixiviacion de herbicidas en campo (PESTLA). Su aplicaciéon implica una serie
de consideraciones tales como un desplazamiento unidireccional en vertical, un contenido
en agua constante y un flujo uniforme, un equilibrio de desorcion instantaneo y un
marcador que no se adsorba ni se transforme.

Estas consideraciones se ajustan a nuestras condiciones experimentales, y por tanto el
modelo es apropiado para explicar la lixiviacion en las distintas condiciones
experimentales estudiadas.

Los parametros necesarios para su aplicacion vienen dados por las constantes de
adsorcion (K; y 1/n) obtenidas de forma tedrica a partir de datos de adsorcion
experimentales, para cada tipo de suelo estudiado en los ensayos de adsorcion. Las
constantes de degradacion utilizadas corresponden al ajuste de los datos de los ensayos
de degradacion a la ecuacién exponencial de primer orden. El coeficiente de dispersion
(Dgis) se calcula por ajuste del modelo PESCOL a los datos experimentales del trazador.
Otros parametros utilizados aparecen resumidos en la Tabla VI-1.

3 Resultados y discusion

En este capitulo se analizaran resultados experimentales, de la movilidad de i6n cloruro
(utilizado como trazador) y de metidation en columnas de suelo sin enmendar (S, Sl y SP)
y en columnas de suelo de la capa superficial enmendadas con lodo y/ o surfactante (SL,
SS y SLS). Los resultados experimentales se compararan con los teéricos, obtenidos de
la simulacion del comportamiento del trazador y del plaguicida con el modelo PESCOL.

3.1 Caracteristicas de las columnas

En la Tabla VI-1 se muestran las principales caracteristicas de las columnas de suelo
estudiadas.

El volumen de poro (Vo) es la cantidad maxima de agua que la columna es capaz de
retener, y se determina por diferencia de peso entre las columna saturada de agua y la
columna seca (Sanchez-Camazano y col., 1997; Brooks y col., 1998). Las diferencias en
los valores de V, entre las columnas de suelo enmendado y sin enmendar no son debidas
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a la presencia de los enmendantes, sino a pequenas diferencias en la cantidad de suelo
utilizada en cada una de ellas.

La fraccién de agua en la columna (0), se calcula dividiendo el volumen total de agua
recogida en los lixiviados, entre el volumen que ocupa el suelo en la columna. El flujo de
agua (g), se calcula dividiendo el volumen total de agua recogido en los lixiviados entre el
area de la columna y el tiempo de eluccion. La irrigacion se calcula dividiendo el volumen
de agua lixiviado entre el area de la columna.

Tabla VI-1: Caracteristicas de la columnas empleadas en los experimentos de lixiviacién.

Columna de Suelo S SS SL SLS St A Sl Sla SP SPa
Longitud, L (cm) 5 5 5 5 5 2 5 5 5 5
Area (cm?) 229 228 229 229 229 229 229 229 229 229
Volumen de Poro, Vo (cm®) 710 690 729 718 665 147 687 630 661 622
Densidad, p (g cm™) 1,2 1,2 1,3 1,3 1,2 0,5 1,2 1,2 1,2 1,2
Fraccion de agua en la 0,6 0,6 0,6 0,6 0,6 0,1 0,6 0,6 0,6 0,5

columna, 8 (cm®cm?®)
Flujo de agua, q {em® em?h™) 1,4 1,4 1,3 1,3 1,8 25 1,3 1,5 1,4 1,5

Irrigacién para CI (cm® cm™) 6.4 6,0 56 6,2 10,7 124 5,6 5,8 5,6 59
Irrigacién total, V, (cm® cm?®) 229 243 216 220 220 124 161 174 163 177

3.2 Lixiviacion del trazador

Los trazadores son anadidos al suelo para describir el movimiento del fluido portador a
través del mismo. Algunos de los iones mas usados como trazadores son el ibn bromuro
(Jaynes, 1991), el ién cloruro y agua tritiada (Gamerdinger y col., 1990), este Gltimo por
su similitud con el agua. Las caracteristicas que debe cumplir un trazador son
fundamentalmente dos: no modificar las propiedades del fluido transportador (esto se
consigue anadiendo pequehas cantidades del mismo), y tener un comportamiento similar
a éste (Biggar y Nielsen, 1962).

En las Figuras VI-3 y VI-4, se representan las curvas de ruptura (CR) del i6n cloruro (CI)
en las columnas de suelo de la capa superficial sin enmendar (S) y enmendado (SL, SS 'y
SLS), y con suelo de las capas intermedia y profunda (Sl y SP). La CR representa la
relacion entre las concentraciones acumuladas de un soluto medidas en el efluyente y la
concentracion inicial aplicada (C/Cy), frente a la relacion entre el volumen de efluyente y
el volumen de poro de cada columna (V/Vy).

El movimiento del trazador dependera de las caracteristicas del material poroso, y de las
interacciones de tipo fisico y quimico del trazador con el medio, que influiran en la forma
de la curva de ruptura y en la velocidad de lixiviacion (Nielsen y Biggar, 1962).
Normalmente el proceso que determina en estos casos la forma de la curva es de tipo
difusivo (Biggar y Nielsen, 1962; Core y col., 1963).
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Figura VI-3: Curvas de ruptura del trazador en Figura VI-4: Curvas de ruptura del
columnas de suelo superficial enmendadas y sin trazador en columnas de suelo de
enmendar. la capa intermedia y profunda.

En las CR el punto inicial de ruptura se define como el V, al cual la concentracién del
soluto en los lixiviados alcanza el valor de C = 0,05 C, (Biswas y col., 1991). Los puntos
iniciales de ruptura de las curvas en todos los casos se obtuvieron entre 0,4 y 0,5 V,,
observandose que la cantidad total Cl' ha eluido una vez pasados 2 V,. La méxima
concentracion del trazador se obtiene una vez pasado 1 V,, lo que generalmente ocurre
con los iones inertes (Biggar y Nielsen, 1962). En todos los casos se obtienen unas
recuperaciones préximas al 100%, con pequenas variaciones que pueden atribuirse a
errores de tipo analitico. Las CR presentan una forma sigmoidal, pero cuando se ha
eluido 1 V, no pasan por C/C, = 0,5, sino que se encuentran ligeramente desplazadas a
la izquierda. Esto indica que una pequefa fraccién de V, no contribuye al movimiento del
trazador (Nielsen y Biggar, 1991).

En los gréficos de la Figura VI-5 se comparan las concentraciones del trazador en los
lixiviados (curvas de lixiviacion), en las distintas columnas estudiadas.

Cl{mgL"}
Cl{malL™]

vANo VNo

Figura VI-5: Curvas de lixiviacion del trazador en las columnas estudiadas.
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La simetria en la forma de las curvas para las columnas S, SL, SS y SLS, nos indica que
no existe flujo preferencial, y que la adicion de los enmendantes no modificé el flujo en las
columnas, siendo éste similar en todas ellas.

Sin embargo, en el grafico que compara los valores obtenidos en las columnas de las
capas intermedia y profunda (Figura VI-5), se puede observar que el flujo no fue idéntico
entre las columnas, y la existencia de asimetria en la forma de las curvas. La falta de
simetria en la curva del trazador se asocia generalmente con procesos de flujo
preferencial a través de los macroporos del suelo (O'Dell y col., 1992; Matocha y
Hossner, 1999). Pero en nuestro caso al tratarse de columnas empaquetadas no lo
podemos achacar a este hecho, y lo atribuimos a errores en la preparacién del ensayo,
ya que en las columnas SP y Sl el suelo sufrié una leve compactacién al aplicar el vacio
en sentido contrario por error. Esta compactacion puede ser la responsable de un
movimiento difusivo de CI' mas lento, que explicaria el achatamiento de la curva SP.
Kiuchi y col. (1994) obtienen curvas mas achatadas que las obtenidas en condiciones
normales en el estudio del comportamiento del i6n CI', cuando compactan capas de
suelo.

Williams y col. (1999) a partir de la ecuacion (1), calculan el tiempo de transito del i6n
cloruro (to)), teniendo en cuenta la longitud (L), la fraccién de agua (8) y el flujo de agua
(9) en las columnas:

ta=L*/q (1)

A partir de tg v, teniendo en cuenta que la velocidad de lixiviacién fue de 34 mL h, se
puede calcular un V, tedrico medio para todas las columnas excepto para la de las
arenas de 69 + 5 mL, mientras que experimentalmente se obtuvo un valor medio de 68 +
4 mL. Esto indica que aproximadamente el 99 % del contenido en agua de la columna se
usa para el desplazamiento del trazador, y por tanto no existe flujo preferencial (Willians y
col., 1999).

En las Figuras VI-6 y VI-7, se comparan los valores experimentales de concentracion del
trazador en los lixiviados de las columnas estudiadas, con la curva tedrica obtenida de la
simulacién con el modelo PESCOL. El valor del parametro dispersion empleado en todos
los casos fue 1,0 mm, por ser éste con el que se consigue un mejor ajuste del modelo a
los datos experimentales.

En el gréafico de la Figura VI-6, se observa que el modelo provee un buen ajuste entre los
datos experimentales y tedricos, para el suelo de la capa superficial sin enmendar y
enmendado (S, SL, SS y SLS). Para estas columnas, este hecho indica que el flujo de
agua en las mencionadas columnas era uniforme.
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Figura VI-6: Gréafico de los valores experimentales Figura VI-7: Grafico de los
(puntos) y tedricos (lineas) del trazador en columnas valores experimentales (puntos) y
de suelo superficial enmendadas y sin enmendar. tedricos (lineas) del trazador en
columnas de suelo de la capa
intermedia y profunda.
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Figura VI-8: Comparaciéon de la
utilizacién de distintos valores de Ldis.
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En el grafico de la Figura VI-7, se puede comprobar que el ajuste de los datos
experimentales no es tan bueno en las columnas preparadas con suelo de la capa
intermedia y profunda. Algunos autores atribuyen esta diferencias a fenémenos de
exclusion i6nica (Dyson y White, 1987; Shing y Kanwar, 1991; Matallo y col., 1999), pero
en nuestro caso puede ser una confirmaciéon mas de la existencia de errores en el
proceso de preparacion del experimento, debido al buen ajuste obtenido en los casos

El valor del parametro de dispersion utilizado
se relaciona con las pequenas dimensiones
de la columna utilizada, y est4 de acuerdo
con otros valores encontrados en la
bibliografia para columnas de similares
dimensiones y para el tipo de suelo en
estudio (Boesten, 1986). La importancia de la
eleccion de este parametro queda reflejada
en el la Figura VI-8 en la que se observa
como un aumento del valor del parametro
conduce a un peor ajuste del modelo a los
resultados y a una mayor dispersiéon de la
curva.
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3.3 Lixiviacion de metidation. Efecto de los enmendantes.

Como se ha indicado anteriormente, la movilidad de un plaguicida en el suelo es
inversamente proporcional a su coeficiente de adsorcion ( Liu y col, 1995). A su vez, la
adsorcién de los plaguicidas esta intimamente ligada al contenido en C.O. de éstos
(Hutson y Roberts, 1990), existiendo una correlacion positiva entre éste y la adsorcion
(Gonzalez-Pradas y col., 1992 y 1994). Las principales diferencias entre las experiencias
en batch y las realizadas en columnas se pueden atribuir al hecho de que estas Ultimas
ocurren en condiciones de no equilibrio. Este es debido a un menor tiempo de contacto
entre el plaguicida y el suelo, que viene determinado por la elevada velocidad de
lixiviacion empleada (34 mL h™). La razén de la aplicacion de esta velocidad de lixiviacion
se debi6é fundamentalmente a la inestabilidad del insecticida en estudio. El objetivo era
desplazar los suficientes V, y poder obtener las CR y los factores de retardo (R)
ocasionados por la adicion de los enmendantes.

La Figura VI-9 representa las CR para el insecticida en suelo de la capa superficial sin
enmendar (S) y enmendado con lodo (SL), surfactante (SS) y una mezcla de ambos
(SLS). En la Figura VI-10 se representan las curvas acumuladas para las columnas de
suelo de la capa intermedia (Sl) y profunda (SP).
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Figura VI-9: Curvas de ruptura del metidation en Figura VI-10: Curvas de ruptura
columnas de suelo superficial enmendadas y sin de metidation en columnas de
enmendar. suelo de la capa intermedia y
profunda.

Para las columnas Sl y SP, el punto inicial de ruptura se obtiene aproximadamente a 1,2
y 0,8 V,, valores superiores a los obtenidos para el trazador. Para las columnas S, y SL
este valor se obtiene mas tarde (2,5 y 3,6 V,, respectivamente). En las columnas SS y
SLS este valor no se ha calculado, porque la concentracion en los lixiviados fue tan
pequena que no se obtuvieron las correspondientes CR. El retardo inicial se puede
relacionar con un aumento de la retencién del plaguicida al suelo.



LIXIVIACION 187

Como puede observarse, la cantidad total de metidation que lixivia (C/Co) se encuentra
alrededor del 50 % de la aplicada para las columnas S, Sly SP, del 30 % para la columna
SL, y es practicamente nula en las columnas SS y SLS. Este hecho indica que la
presencia de los enmendantes disminuye la lixiviacion del insecticida (SL) o la impide
totalmente (SS y SLS), debido probablemente a un aumento de la adsorcién del
insecticida sobre el suelo a pesar de la rapida lixiviacién realizada.

En la Figura VI-11 se representan las concentraciones del trazador y el metidation en los
lixiviados de las columnas S, SL, SS y SLS. De acuerdo con el comportamiento del
trazador no se observa la existencia de flujo preferencial para el metidation.
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metidation en columnas de suelo superficial Mat.ocha y Hossner, 1999; Abu
enmendadas y sin enmendar. Zreig y col., 2000).

Estos procesos de no equilibrio se atribuyen a la elevada velocidad de flujo de agua
aplicada para lixiviar el compuesto. En la curva SL, desde el inicio de la elucién el
desplazamiento de metidation es menor y mas lento, resultando una curva mas ancha
que la anterior.

La méaxima concentraciéon de insecticida se obtiene a 2 V, a la derecha de la curva del
trazador para S, y mas tarde para SL (4 V,). Este desplazamiento de las curvas de
lixiviacion se puede relacionar con la existencia de procesos de adsorcién entre la
molécula de insecticida y el suelo (Gaber y col., 1995; Liu y col., 1995). Asimismo, la
presencia de lodo en la parte superficial de la columna SL, hace que el contenido en C.O.
del suelo sea mayor, y por tanto que la adsorcidn del plaguicida aumente y la cantidad
disponible para lixiviar sea menor.
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En el caso de las columnas SS y SLS, no se han podido obtener las correspondientes
curvas debido a que la cantidad encontrada en los lixiviados ha sido muy pequefa,
poniendo de manifiesto el importante efecto del surfactante.

En la Figura VI-12 se representan las curvas de lixiviacion para el suelo de la capa
intermedia (SI) y profunda (SP). Se observa que la maxima concentracion del insecticida
se obtiene a un valor mas bajo que para la columna de suelo de la capa superficial. Este
hecho se relaciona con el menor contenido en C.O. del suelo de estas profundidades.
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La presencia de colas en estos picos y la
falta de simetria, se relaciona también con
los fendbmenos de no  equilibrio :
(Gamerdinger y col., 1990; Matocha y VNV,
Hossner, 1999; Abu-Zreig y col., 2000), por sp
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las caracteristicas en las que se llevé a cabo
el experimento. Pero el achatamiento de la
curva SP, unido la falta de simetria en las
curvas del trazador puede poner de nuevo
de manifiesto la existencia de errores por la o 2 a4 & 8
compactaciéon del suelo durante el montaje
del experimento.
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Figura VI-12: Curvas de lixiviacién del
trazador y el metidation en columnas
de suelo de la capa intermedia y
profunda.

Sin tener en cuenta la dispersion de la molécula, suponiendo ademas que K = K; y
considerando los valores experimentales obtenidos en los ensayos de adsorcion, con la
adicion de TDTMA a 10 cmc y lodo al 4%, se ha calculado el desplazamiento teérico (Z.)
de metidation en las columnas (Tabla VI-3). Este valor se obtiene teniendo en cuenta la
irrigacion total (Ve), 0, py el valor experimental de K, (ecuacién 3) (Romero y col., 1996).

Zo= Ve /(B+p*Ky) (3)

Los valores de Z, nos indican que salvo para las columnas enmendadas con el
surfactante, el plaguicida sera desplazado fuera de éstas, ya que los valores de Z,
superan la longitud de la columna.
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Tabla VI-2: Parametros tedricos calculados para las columnas.

S SL SsS SLS sl SP

Transporte tedrico, Ze, (cm) 59 8,1 0.4 0.2 9,8 42
Factor de retardo, R 3,1 57 - - 2,0 1,8
Constante de adsorcién 20 40 ) 3 1.2 1.0

tedrica de la columna, Ky

La movilidad de metidation puede predecirse a partir de los factores de retardo obtenidos
en los experimentos de lixiviacion. El factor de retardo (R), se define como el nimero de
volumenes de poro a los que se recoge el 50 % del plaguicida lixiviado (Johnson y
Farmer, 1993). Este valor experimental se obtiene de la divisién del V, al que lixivia el
50 % del total lixiviado, entre el valor al que lo hace el trazador (Tabla VI-3). Para las
columnas SS y SLS este valor no se puede calcular, al no obtenerse las correspondientes
curvas de lixiviacién (Sanchez-Camazano y col., -------- ). En el resto de los casos puede
comprobarse como el retardo es mayor en la columna de suelo superficial que en el caso
de las realizadas con suelo de la capa intermedia y profunda, hecho que cabria esperar
debido al menor contenido en c.o. de estos suelos (Tabla 11-5). Por otro lado, el valor de R
en la columna enmendada con lodo se encuentra mas de 2 V, a la derecha de la columna
de suelo superficial, lo que nos indica el efecto de la enmienda en esta columna.

Teniendo en cuenta los valores de R, 8 y p y la ecuacion (2), se puede calcular un valor
tedrico de la constante de adsorcién para cada columna (Ky) (Brusseau y col., 1990):

R=(0+p=*Kj) (2

Los valores tedricos de Ky que se obtienen para S y SL (Tabla VI-3), son similares a los
obtenidos en las isotermas de adsorcion (2,7 y 4,09, respectivamente),y no se pueden
obtener para las columnas enmendadas (SS y SLS) al no tener un valor experimental de
R. En el caso de las columnas Sl y SP, no existe mucha concordancia entre los valores
experimentales y tedricos.

En la Tabla VI-4 recoge el balance de masas para metidation en las columnas control (A,
St, Sla, SPa), de suelo sin enmendar (S, Sl, SP) y enmendado (SS, SL, SLS).
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Tabla VI-3: Balance de masas para cada una de las columnas.

SUELO
COLUMNA ied Mitad Total | LIXIVIADOS ;2;’1‘;
Superior inferior Suelo

Controles % % % % %
A - - - 78 78

St 10 5 15 38 52
Sla 3 2 5 37 42
SPa 1 2 3 56 59

M enmendaco | % % % * v

S 7 6 13 47 60

s 2 4 7 54 61

SP 1 1 2 53 55

SL 12 7 19 28 47
ss 7 16 23 4 27
SLS 11 17 28 2 30

Como se puede observar, los valores de recuperacion obtenidos se encuentran entre un
maximo del 78 % para la columnas de las arenas (A), y un minimo del 27-30 %, para las
columnas enmendadas con TDTMA (SS y SLS)

El valor de recuperacion obtenido en la columna A, compuesta Unicamente por el
material, y en la que no existen fenémenos de adsorciéon ni de tipo degradativo, nos
indica que o bien el método de extraccion con Soxhlet no consigue extraer todo el
plaguicida, o que existen pérdidas de plaguicida debido a otro tipo de fendmenos
(hidroliticos, fotodegradativos o microbiolégicos). Para intentar averiguar a qué eran
debidas estas pérdidas se realizaron unos ensayos sobre la estabilidad y adsorcién del
compuesto en las condiciones de realizacion de la experiencia.

La existencia de hidrélisis o fotodegradacion se descartdé al comprobar que las
recuperaciones obtenidas en la extraccion de soluciones acuosas del insecticida,
mantenidas en iguales condiciones que las columnas, en condiciones de luz y oscuridad,
eran similares y cercanas al 100% (99+5 y 97+3, respectivamente).

La experiencia llevada a cabo sobre la adsorcion de metidation en la malla de algodén y
el componente de metacrilato (usados en el montaje de las columnas) dio como resultado
un porcentaje de adsorciéon muy bajo (6% y 6,5 %, respectivamente). Por el contrario, la
malla de plastico present6 una elevada adsorcion de insecticida (96%), pero ésta no fue
usada en el montaje de las columnas.

En el resto de las columnas de suelo, la recuperacion fue menor que la encontrada en la
columna de arena. En estos casos la pérdida de plaguicida la achacamos bien a
pequefias pérdidas por volatilizacion (aunque el compuesto no es muy volatil) o la
existencia de una mayor degradacion en las altas condiciones de humedad en las que se
llevd a cabo el experimento (40 %, aproximadamente). El t;, del insecticida en
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condiciones de menor humedad y temperatura (15 °C, 20 % de humedad) era de
aproximadamente 7 dias. Tanto el grado de humedad (Garcia-Varcarcel y Tadeo, 1999;
Dakhel y col., 2001), como la temperatura (Wolfe y col., 1990), aumentan la degradacién
de los plaguicidas en el suelo, siendo ésta mayor cuanto mayor es la humedad. Ademas
la degradacién los plaguicidas en condiciones de no equilibrio, como pude ser una
experiencia de lixiviacion, es mayor que un ensayo de degradacién (Comfort y col., 1992;
Guo y Wagenet, 1999) debido a una mayor actividad microbiolégica por un incremento en
el aporte de oxigeno (Angley y col., 1992; Pivetz y col., 1996).

El que pudiese existir degradacion de tipo microbiolégico, y que ésta fuese la responsable
de la degradacion del insecticida nos llevd a realizar la esterilizacién de suelo de la capa
superficial con timerosal (St), y las de la capa intermedia y profunda mediante
autoclavado (Sla y SPa). La obtencion de valores similares o incluso mas bajos de
recuperacion en estas columnas comparadas con las mismas sin esterilizar (S, Sl y SP),
nos permite concluir que la degradacién de tipo microbiolégico tampoco es el principal
fendmeno en la pérdida del compuesto. Pero sin embargo, la degradacién de los
plaguicidas OPs parece estar favorecida por presencia de arcillas (Getzin, 1970;
Sanchez-Camazano y Sanchez-Martin, 1983), y como ya se ha mencionado
anteriormente los procesos de tipo quimico pueden jugar un importante papel en la
degradacién de metidation, y verse favorecidos en condiciones de mayor humedad y
temperatura. Otro hecho a tener en cuenta es que el insecticida se encuentre retenido en

el suelo en un forma tal que el método de extraccibn empleado no sea capaz de
extraerlo. '

La recuperacion total de metidation varia entre el 60 % para el suelo sin enmendar, y el
27-30 % de suelo enmendado con lodo y/o surfactante (Tabla VI-3). En el suelo sin
enmendar (S, Sl y SP), no existen diferencias en los valores obtenidos para las tres
profundidades estudiadas. Si se puede observar, que la cantidad de plaguicida retenido
en el suelo es mayor en la columna con suelo de la capa arable, que en las de las capas
intermedia y profunda. Este hecho se puede relacionar con una mayor adsorcién del
insecticida al suelo debido al mayor contenido en C.O. de la capa superficial con respecto
a las otras profundidades (Hutson y Roberts, 1990; Gonzalez-Pradas y col., 1992 y 1994).

La presencia de los enmendantes disminuye en todos los casos el porcentaje total de
metidation recuperado. Esta disminucién en la recuperacién ha sido observada por otros
autores en el estudio de la movilidad en columnas de suelos enmendados, y parece estar
relacionada con la adicibn de m.o. exdgena (Guo y Wagenet, 1999), surfactantes
(Sanchez-Camazano y col., 2000) y el tipo de suelo (Matallo y col., 1999).

Resultados de otros estudios sobre la movilidad de plaguicidas débilmente solubles en
cromatografia en capa fina de suelo, muestran la efectividad del TDTMA para retener a
este tipo de compuestos (Sanchez-Camazano y col., 1995 y 1996). En estos estudios
cuando el surfactante catidnico se usa solamente en el agua de irrigacion la movilidad es
similar a la existente en el suelo natural, y s6lo cuando el surfactante se mezcla con el
suelo y es adsorbido por éste, la inmovilizaciéon del plaguicida es significativa. Estos
resultados estan de acuerdo con los obtenidos en nuestras experiencias, ya que la



192 CAPITULO VI

saturacion de la columnas de suelo enmendadas con el surfactante catidnico en
soluciones del mismo permitié la completa adsorcion de éste. Otro hecho a tener en
cuenta es que los resultados obtenidos aumentan la adsorcién de plaguicidas hidréfobos,
pero no son efectivos con cualquier grado de hifrofobocidad. Los ensayos de Séanchez-
Camazano y col. (1995 y 1996) han dado resultados positivos con plaguicidas cuyas
solubilidades se encontraban entre 30 y 500 mg L, rango en el que se encuentra la
solubilidad de metidation. El aumento de la retenciéon de plaguicidas por la adicion de
m.o. exégena en ensayos de lixiviacion ha sido observado por varios autores (Guo y col.,
1993; Guo y Wagenet, 1999; Socias-Viciana y col., 1999, Sanchez-Camazano y col.,
2000a y 2000b).

Si se tienen en cuenta los porcentajes de metidation encontrados en el suelo, se puede
observar como la enmienda del suelo aumenta la retencion de metidation (SL 19%,
SS 23%, SLS 28%) con respecto al suelo sin enmendar (S 13%). Los resultados
obtenidos se pueden relacionar con el aumento de la adsorcion que supuso la adicién de
los enmendantes en los estudios de adsorcion (S<SL<<SS<SLS).

Para comprobar este efecto, se ha relacionado el aporte de C.O. que supone la adicién
de los enmendantes, con el que supuso en la enmienda realizada en las isotermas de
adsorcién (Tabla VI-4).

Tabla VI-4: Comparacion del aporte de C.0O. que produce la adiciéon de los enmendantes en los
estudios de lixiviacion y en los ensayos de adsorcion.

Lixiviacién Ensayos de Adsorcion
%C.0. %C.0. KE / %Ads
Lodo TDTMA Lodo TDTMA
S - - S - - 2,7/29
SL (4%L) 9,2 X10™ - SL (4%L) 9,2 x10™ - 4,1/45
SS (Vo) - 3,0x102| SS (1 cmc) - 2,4x10% 2,6/33
SS (10 cmc) - 24x10" 44,8/92
SLS (2%L + V,) 9,2X10" 3,0x 102 - - - -
SLS (2%L +10cme) 4,6 x10" 2,4x10" 85/95

Con respecto al valor calculado para el surfactante, hay que destacar que se ha realizado
teniendo en cuenta la cantidad de surfactante existente en los respectivos V, de cada una
de las columnas. Este valor es comparable al que existia en las experiencias en batch
cuando se utilizé el surfactante a 1 cmc. Segun los resultados obtenidos, la retencion ha
sido mayor que en la columna enmendada Unicamente con lodo, por lo que la adsorcién
debe ser mayor que la esperada para el contenido en C.O. debido al TDTMA calculado.
Para explicar este hecho se postulan varias hipétesis:

1) Que esta cantidad sea mayor que la calculada, ya que el tiempo que se
mantuvieron sumergidas (72 h) y la cantidad de surfactante existente en la
solucion (10 L a 10 cmc) era lo suficientemente alta para que pudieran producirse
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fendmenos de tipo fisico-quimico (difusién, conveccién) que aumentaran la
cantidad de surfactante retenido en las columnas.

2) Que esta cantidad de surfactante se encuentre entre un valor intermedio de la
cantidad que produce un ligero efecto (1 cmc) y la que produce efecto mucho mas
destacado (10 cmc), y sea suficiente para producir una mayor retencion del
insecticida.

En cuanto a las cantidades encontradas de plaguicida en las capas superior e inferior de
las columnas de suelo enmendado, la presencia de lodo en la capa superficial hace que
la cantidad de insecticida sea mayor en esta capa, y mayor que en la columna
enmendada Unicamente con el surfactante (SS). En la enmienda con TDTMA, el
insecticida se distribuye entre las dos capas, siendo mayor la cantidad presente en la
capa inferior. Que la mayor cantidad del insecticida se haya encontrado en la capa
inferior de suelo puede estar relacionado con el hecho de que el surfactante se introdujo
en las columnas por capilaridad, y esto pudo producir una mayor retencion del surfactante
en la parte inferior de la columna y que el plaguicida sea mas retenido en esta capa. Un
resultado similar obtienen Sanchez-Camazano y col. (2000 J.Agric. Food Chem.) cuando
la enmienda con lodo y TDTMA la realizan en la parte superior de las columnas, y es en
estas capas donde se produce la mayor retencion del plaguicida.

En cuanto a los valores de metidation encontrados en los lixiviados (Figuras 13 y 14), las
mayores cantidades del compuesto se obtuvieron en las columnas de suelo sin enmendar
(S, Sl, y SP), y los menores en las columnas enmendadas (SL, SS y SLS). Este hecho
confirma la retenciéon del insecticida al suelo, y la importancia de la enmienda para
impedir la lixiviacion del compuesto. En las enmiendas realizadas, destaca el importante
papel que juega el surfactante, ya que cuando éste se emplea se obtienen unos valores
muy bajos de plaguicida en los lixiviados (Figuras VI-13 y 14).

Conc. (ngg'y ng L")
Conc. (rgg”'y ngL™

Figura  VI-13:  Concentraciones de Figura VI-14:  Concentraciones de
metidation en suelo y agua de suelo sin metidation en suelo y agua de suelo
enmendar y en la columna del material. enmendado con lodo y/o TDTMA.
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3.4 Modelizacién del transporte con el modelo PESCOL

En la Figura VI-15 se muestran las curvas de lixiviacion experimentales en suelo de la
capa superficial enmendado y sin enmendar para el trazador y el insecticida, junto con las
curvas tedricas del ajuste con el modelo PESCOL. Como valor del parametro de
dispersion se ha utilizado el calculado para el trazador previamente, y en todo los casos
fue 1,0 mm. Para los valores de las constantes de adsorcion, se han utilizado los
calculados previamente en los ensayos de adsorcion para la enmienda con TDTMA a 10
cmc y la de lodo al 4%. La constante de degradacién utilizada ha sido la obtenida del
ajuste de los datos experimentales de los ensayos de incubacion al modelo lineal de
primer orden. Aunque en nuestro caso no existe un buen ajuste a este modelo, su uso se
aconseja en la aplicacion de modelos matematicos que predicen la movilidad de los
plaguicidas en suelo (Beulke y Brown, 2001).
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Figura VI-15: Grafico de los valores experimentales y tedricos del
trazador y metidation en columnas de suelo superficial
enmendadas y sin enmendar.

El ajuste de los datos experimentales a los tedricos para las columnas S y SL es en
general bueno, y las pequenas diferencias existentes se pueden atribuir a fenémenos de
exclusion iénica (Singh y Kanwar, 1991; Matocha y Hossner, 1999), y a diferencias en los
procesos adsortivos en las isotermas y en las experiencias en columnas (O’Dell y col.,
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1992) debido a procesos de no equilibrio. Guy y Lagacherie (2001) destacan que las
constantes de degradacién y adsorcion son los pardmetros mas sensibles en la
modelizacién del comportamiento de los plaguicidas en suelo. El modelo predice una alta
retencién de metidation en las columnas SL y SLS, hecho que concuerda con los datos

experimentales

Las predicciones del modelo para estos dos casos, apuntan hacia que la maxima
concentracién de metidation se obtendria entre 50-100 VP para el caso de la columna SL,
y entre 100-150 VP para SLS, pero con unos valores muy pequenos. Estas predicciones
del modelo estan de acuerdo con los datos experimentales obtenidos anteriormente.

-
N

Met. (mg L)

al (mg L)
©cwo o:;

o) — Cl-PESTLA © Met - Met-PESTLA

Figura VI-16: Grafico de los valores
experimentales y te6ricos del trazador y
metidation en columnas de suelo de la
capa intermedia y profunda, y de suelo
superficial estéril y arenas.

En la Figura VI-16 se representa el ajuste de
los datos experimentales en las columnas de
suelo de la capa intermedia y profunda. En
este caso, al igual que ocurria con el trazador,
no se obtiene un buen ajuste de los datos.
Este hecho puede ser debido como varios
autores apuntan, a la sensibilidad de los
parametros que tienen en cuenta la
degradacion y adsorciéon del insecticida en el
suelo (Beulkke y Brown, 2001; Guy vy
Lagacherie, 2001), pero teniendo en cuenta los
resultados obtenidos con el trazador, pueden
confirmar la existencia de errores en el
proceso de empaquetado de las columnas.
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Capitulo VII:
Ensayos de campo

“....‘W‘W‘.O...OQ...C.O...Q.....‘..O.....OQQ‘.Q..”Q.'.O....Q.







ENSAYOS DE CAMPO 199

1 Introduccion

La presencia de plaguicidas en las aguas subterraneas constituye un serio problema
medioambiental y sanitario, sobre todo si éstas son destinadas al consumo humano
(Goodrich y col., 1991). Para prevenirlo, en los Ultimos afios se ha postulado la
incorporacién de enmendantes organicos y quimicos al suelo con el fin de favorecer la
adsorcién y degradacion de estos compuestos en la capa arable. La mayoria de los
estudios se han realizado en laboratorio, utilizando turbas o estiércoles como
enmendantes organicos (Barriuso y col., 1997; Matallo y col., 1998) y surfactantes como
enmendantes quimicos (Wargner y col., 1994; Iglesias-Jiménez y col., 1996; Werkheisser
y Anderson, 1996).

Sin embargo existe poca informacién de lo que ocurre en campo y mas escasa si se trata
del empleo de enmendantes organicos no tradicionales como los lodos urbanos
generados en EDAR (Bellin y col., 1990; Guo y col., 1993). Estos estudios de campo son
necesarios, ya que plaguicidas bastantes inmoéviles en ensayos de laboratorio pueden
presentar una elevada lixiviacion en condiciones de campo (Jury y col., 1986). Debido a
este hecho, el nimero de ensayos de campo realizados ha experimentado un aumento
progresivo desde la década de los 70, siendo en los 90 cuando la cantidad de estas
experiencias ha experimentado el mayor incremento (Flury y col., 1995). La existencia de
flujo preferencial en condiciones de campo (Traub-Eberhard y col., 1995) es una de las
principales razones de porqué los estudios de laboratorio estan limitados para describir el
proceso de transporte en campo, y porqué es necesaria la realizacion de ensayos de
campo (Honeycutt y Schabacker, 1994; Flury y col., 1995; Flury, 1996).

En nuestro caso, tras los resultados obtenidos en los ensayos de laboratorio, se estudié
el efecto de la adicién de lodos de depuradora y del surfactante catiénico TDTMA, sobre
la movilidad de metidation en campo. El propdsito era modificar el comportamiento del
plaguicida para reducir su persistencia y lixiviacién, disminuyendo asi el riesgo de
contaminacion de las aguas subterraneas. Para ello se realizé un ensayo de campo en
cuatro parcelas situadas en la Vega de Granada, en el término municipal de Cullar Vega.
Se analiz6 el agua de la zona no saturada (ZNS) por medio de hidrocaptores ceramicos
de succién y muestras de suelo tomadas a distintas profundidades, para estudiar la
posible lixiviacion del insecticida hacia las aguas subterraneas.

Finalmente se aplicoé un modelo matematico, con el que se simuié el comportamiento del
plaguicida en estudio bajo las condiciones ensayadas, y se compararon los resultados
experimentales con los predichos por el modelo.
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2 Material y métodos

MATERIAL

Barrena manual (40 mm d.i.), para la toma de muestras de suelo a distintas
profundidades.

Bomba de aire (para recogida de las muestras acuosas).

Botes de vidrio (para la recogida de muestras acuosas).

Gomas de silicona (recogida de muestra y aplicacion de vacio).

Hidrocaptores ceramicos de succion.

Lodo de depuradora, seco y molido.

Mochila de tratamiento.

Supracid 40WP, 40 % de ingrediente activo (Novartis, Minchwilen, Suiza).

TDTMA.

2.1 Parcela experimental

El estudio se llevo a cabo en una finca de la Vega de Granada, en las cercanias de la
localidad de Belicena. Como paso previo se delimitaron con muros de tierra de 40 cm de
altura, cuatro parcelas experimentales independientes entre si, de 5 x 5 m, a las que se
les dio una labor superficial antes de aplicar el plaguicida en cada uno de los tratamientos
con el objetivo de nivelar su superficie.

acequia de riego

1. Metidation + Lodo (SL)
2. Metidation (S)

3. Metidation + TDTMA (SS)

Zona cultivada

4. Metidation + Lodo + TDTMA (SLS)

« « » Hidrocaptores ceramicos

a  Aspersor

Figura VII-1: Distribucion y tratamientos en las cuatro parcelas de la finca
experimental.
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En la finca se instalaron un total de 12 hidrocaptores ceramicos de succion, tres en cada
parcela, localizados a 25, 75 y 100 cm de profundidad aproximadamente, con una
separacion entre ellos de unos 40 cm (Figura VII-1).

El método estandar de instalacién empleado fue el descrito por Webster y col. (1993).
Consisti6 en hacer un agujero en el suelo a la profundidad deseada, de un didmetro
ligeramente superior al de la capsula. La tierra sobrante se retiré con cuidado se colocé la
capsula en su interior, y se sellé con una papilla de suelo de la capa superficial tamizado
(< 2mm) y mezclado con agua, con objeto de evitar la existencia de fiujo preferencial en
sus alrededores. Los hidrocaptores se mantuvieron en el suelo durante aproximadamente
tres afos (periodo en el que se realizaron las experiencias de campo).

En cada uno de los hidrocaptores se podian distinguir dos partes: una cépsula inferior
ceramica y un cilindro de PVC. La capsula ceramica, encargada de colectar los lixiviados,
tiene una longitud de unos 8 cm, 4,3 cm de d.i. y un espesor de 0,5 cm. La parte superior
consiste en un tubo cilindrico de igual diametro y longitud variable, y fijado a la ceramica
con pegamento para situar la capsula a distintas profundidades en el perfil del suelo
(Figura VII-2).

Figura VII-2: Hidrocaptor ceramico de succion.

2.2 Tratamiento con metidation, adicion de los enmendantes.

De las cuatro parcelas mencionadas anteriormente a una de ellas sélo se |cionQ§e,K;E\ \
insecticida y fue utilizada como control (S). En el resto se aplicar nmepg%ﬁfes de \
forma individual (SS y SL, enmiendas con TDTMA vy lodo respscb\(gn@?\té\)"o %%ga \
(SLS). (Figura VII-1).
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Se llevaron a cabo tres tratamientos con el plaguicida mediante mochila, uno en 1998,
otro en 1999 y el ultimo en el afo 2000.

El plaguicida metidation de la formulacién en polvos mojables al 40% (Supracid 40WP),
se aplicé a una concentraciéon de las habitualmente empleadas en uso agricola
(1,2 kg ha, de LiAan, 2000) en cada uno de los tres tratamientos. Las parcelas con
surfactante recibieron 12 g de TDTMA en el caldo con el metidation en el primer
tratamiento, y 120 g en el segundo y tercer tratamientos, lo que suponia una
concentracion del surfactante de 10 y 100 veces la cmc, respectivamente, en el caldo de
aplicacion.

En las parcelas enmendadas con lodo, éste se mezcldé con la capa superficial del suelo
un dia antes del primer tratamiento a una dosis de 120 kg/parcela (45 t ha), cantidad
que esta dentro de los aportes habituales en manejos agricolas (Bellin y col., 1990;
Fresquez y col., 1990). Antes del segundo y tercer tratamiento se aplicé una cantidad
similar, lo que supuso una enmienda del 3, 6 y 9% respectivamente, si se consideran por
un lado los 10 primeros centimetros del suelo y por otro que no hubo practicamente
pérdidas entre los tratamientos, dado que no se cultivé la parcela y por lo tanto no se
consumio la m.o.

2.3 Irrigacién aplicada y condiciones metereoldgicas

El agua de irrigacion fue aplicada por aspersion (Figura VII-1) y procedia del sondeo de la
finca, encontrandose el nivel freatico en el momento de los tratamientos a unos 15 m de
profundidad. Dada la proximidad del sondeo a la parcela, se confirmé la ausencia del
insecticida en estudio en la misma, antes de proceder a su utilizacion.

La irrigacion de las parcelas comenzé transcurridas 24 horas de la aplicacion del
insecticida en todos los tratamientos. Previamente a la aplicacion del insecticida (24h) se
aport6 una dotacién de riego de 100 mm en 1998; y de 190 mm en 1999 y el 2000, con el
fin de saturar la parcela para la recogida de muestras acuosas inmediatamente después
de la aplicacién del insecticida. El total de agua de irrigacién aplicada vari6 entre los tres
tratamientos: 380 mm en el primer ano (riego bajo), 900 mm en el afo 1999 (riego
intenso), y 470 mm en el tercero (riego moderado).

La irrigacién previa tiene una gran importancia sobre los COH, ya que en suelos secos
pueden producirse fendmenos de flujo preferencial en grietas y canales que impidan una
interaccion entre la solucion y el suelo. White y col. (1986) observan este efecto con los
herbicidas bromacilo y napropamida, en ensayos en columnas de suelo intactas.
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Las precipitaciones durante los periodos de muestreo fueron minimas en comparacion
con el agua aportada por irrigacion en los tres anos, y las temperaturas oscilaron entre un
valor minimo de —5 °C y un maximo de unos 25 °C (Figura VII-3). Los valores més bajos
se obtuvieron durante el afio 1998, mientras que en los afios 1999 y 2000 se alcanzaron

valores mas altos de temperaturas maximas y minimas.
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Figura VII-3: Fluctuaciones de la temperatura del aire, precipitaciones e irrigacion durante
los tres tratamientos.
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2.4 Toma de muestra

Para la toma de muestras acuosas se aplico en cada uno de los hidrocaptores una
presion de vacio baja (60 cbar), para reducir la variabilidad en los resultados (Bottcher y
col., 1984) y tomar un volumen de muestra suficiente para el andlisis por SPE (El
Mabrouki y col., 1999), (Figura VII-4). Tras aplicar el vacio, entre un minimo de 24 hy un
maximo de 6 dias, se obtuvieron las muestras acuosas, siguiendo el calendario mostrado
en la Tabla VilI-1, considerando el dia 0 el del tratamiento.

Secuencia de foma de muestra

Aplicacién de vacio Recogida de mussira

Hidrocaptor cerdmico

de succién bomba de
vacio manual

A

tubo elastico

tubo de
vidrio

tubo PVC -
ceramica

porosa

muestra de agua

Figura VII-4: Hidrocaptores cerdmicos y secuencia de toma de muestra (Sanchez-
Pérez; 1994).

Una vez recogidas, se trasladaron al laboratorio donde se mantuvieron refrigeradas (4°C)
hasta su analisis (maximo, 24 h).

Las muestras de suelo se tomaron con ayuda de una barrena manual cilindrica de 40 mm
de didmetro, a las profundidades comprendidas entre 0-25, 50-75 y 100-110 cm, excepto
durante el ano 1998 en el que la toma de muestra de suelo superficial se realizé con una
pequeha pala. Excepto en este ultimo caso, los taladros realizados se rellenaron con una
papilla de suelo (libre de plaguicida) tamizado en criba de 2 mm, a fin de impedir la
existencia de flujos preferenciales dentro de las parcelas. Las muestras de la capa
superficial se tomaron por duplicado, mientras que de las capas intermedia y profunda se
tomé una Unica muestra en cada caso, debido a la dificultad del muestreo a esas
profundidades.
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Las muestras se guardaron en bolsas de plastico refrigeradas a -18°C, caso de no ser
extraidas de inmediato, y su humedad se determiné secando una alicuota en estufa a
105 °C hasta pesada constante.

Tabla VIi-1: Calendario de recogida de muestras de los arios 1998, 1999 y 2000.

Tratamiento : 20 de Noviembre de 1998
Dias desde el tratamiento

Toma de agua 3 6 10 13 20 27 60
25 cm X X X X X X
75 cm X X X X X
100 cm X X X X X
Toma de suelo
0-25 cm X X X X X
50-75 cm X X
100-110 cm X X
Tratamiento: 19 de Febrero de 1999
Dias desde el tratamiento
Toma de agua 0 3 6 11 17 24 60
25 cm X X X X X X
75cm X X X X X
100 cm X X X X X
Toma de suelo
0-25 cm X X X X X X X
50-75 cm X X X X
100-110 cm X X X X
Tratamiento: 25 de Enero del 2000
Dias desde el tratamiento
Toma de agua 0 1 3 7 10 14 21 28
25 cm X X X X X X X
75 cm X X X X X
100 cm X X X X
Toma de suelo
0-25 cm X X X X X X X X
50-75 cm X X
100-110 cm X X

2.5 Métodos de analisis

Antes del andlisis de las muestras acuosas se confirmé en el laboratorio que soluciones
acuosas de metidation no sufrian variaciones en su concentracion por adsorcién sobre el
hidrocaptor, incluso a los bajos niveles de concentracion previstos (0,1 ug L™).

Las muestras de agua, se concentraron mediante cartuchos de extraccién en fase sélida
C18 segun el procedimiento descrito en el apartado 11.3.1.

Si el volumen de agua recogido en los tomamuestras era superior a 200 mL, se procesé
este volumen de agua, y tras su concentracion se disolvié en 200 uL de hexano, a los que
se afadieron 25 uL de una solucién de bromofés a 5 mg L™ como P.I. Cuando el volumen
de muestra disponible fue inferior, la muestra se procesé del mismo modo, pero se llevé a
un volumen menor de hexano, afadiendo una cantidad proporcional de P.I. Aunque el
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metidation en agua o retenido en el cartucho es estable a 4 y -18°C durante periodos de
almacenamiento prolongados (de la Colina, 1996 y de la Colina y col., 1997), todas las
muestras de agua se analizaron en un periodo no superior a 24 h.

Para cada muestra de suelo (tras ser homogeneizada), se pesaron por duplicado unos 25
g de suelo y se extrajeron en Soxhlet con una mezcla H:T (1:1) durante 2 h para los
tratamientos realizados en 1998 y 1999, y con acetona (6h) en los del afio 2000, segln lo
descrito en el apartado 11.5.1. En la Figura VII-5 se muestra el cromatograma obtenido
tras el andlisis de una muestra de suelo. Como se observa, a pesar de la mayor
complejidad de la matriz, el cromatograma muestra una linea de base limpia, dada la
especificidad del detector empleado.

counts Muestra de suelo. Parcela SLS (50-75 cm)
350000
300000 Bromofos
250000
200000 Metidation
150000
100000

S DY S _
50000

T { T T 1 T \ T T t T [ T 1 T T i T I 1 \ T T T T v b T T \

4 7 8 9 min.
Figura VII-5: Cromatograma de una muestra de suelo (50-75 cm)
de una de las parcelas experimentales.

2.6 Aplicacion del modelo FOCUSPELMO

La modelizacién del comportamiento del insecticida metidation durante los tres afios que
duré la experiencia de campo, se llevd a cabo con el modelo matematico
FOCUSPELMO 1.1.1.

Los datos necesarios para la utilizacién del modelo son:

* Datos climatoldgicos: precipitacién diaria, temperatura media diaria, humedad
relativa del aire a las 2.00 pm.

* Pardmetros del suelo: densidad real del suelo, contenido en carbono organico,
constantes de degradacion, y descripcion de la textura del suelo.

* Parametros del plaguicida: K., K4 0 K;; exponente de Freundlich (1/n), tiempo de
vida media, temperatura durante el estudio de degradacion, dosis de aplicacion
del plaguicida, y la profundidad de la aplicacion.
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Los datos climatolégicos empleados fueron obtenidos a través del Instituto Nacional de
Meteorologia del Ministerio de Medio Ambiente. Los datos fueron tomados por una
estaciéon metereoldgica situada en el aeropuerto de Granada, cuya localizacién es muy
proxima a la de la parcela experimental.

Las caracteristicas del suelo empleadas fueron las del suelo de la parcela segin andlisis
hechos con anterioridad y que se reflejaron en la Tabla 1I-5. La enmienda con lodo se
supuso que tuvo lugar (de forma aproximada) en los 10 primeros centimetros, y para la
introduccién de estos parametros en el modelo el suelo se dividié en 3 o 4 capas con
distinto contenido en C.O. segun la enmienda realizada.

En cuanto a los parametros del plaguicida, se han utilizado los valores de las constantes
de adsorcioén y de degradacion de metidation obtenidos en los ensayos de laboratorio.

Las constantes de degradacion empleadas, fueron las obtenidas en los ensayos de
incubacion (S: 0,089, SL: 0,097, SS: 0,099 y SLS: 0,098 dias ™).

3 Resultados y discusidon

En este apartado se discutira la eficacia de los hidrocaptores en la coleccién de muestras
acuosas, asi como los resultados obtenidos en la recoleccién de muestras acuosas y de
suelo. Tanto para la interpretacién de los datos obtenidos de las muestras acuosas como
de las muestras de suelo, hay que resaltar el hecho de que la concentracién de
plaguicida aplicado fue muy préxima a la habitual en tratamientos agricolas (de Lifan,
2001). El propésito era simular un comportamiento natural del insecticida en el suelo y de
emular la capacidad de contaminacién que posee un tratamiento convencional en la ZNS
ensayada.

Para finalizar, se compararan los resultados experimentales obtenidos con los teéricos de
la simulacién del comportamiento de metidation con el modelo PELMO.

3.1 Rendimiento de los hidrocaptores

Para conocer la posible lixiviacion de una sustancia a través del suelo, se deben tomar
muestras de agua. Existen dos formas para extraer agua del suelo (Bottcher y col., 1984):
tomar una muestra de suelo y analizar el agua que se encuentre en su interior (métodos
directos), o tomar muestras de agua con algin sistema de extraccion (capsulas de
succion), de forma que el suelo quede intacto (métodos indirectos).

Del andlisis de la muestras de suelo se obtienen resultados mas precisos, pero este
método presenta la desventaja de que el muestreo no puede realizarse de forma
continua, ya que se pueden alterar las propiedades del suelo (Bottcher y col., 1984;
Deschauer, 1995).

El método de extraccion de agua de suelo, propuesto por primera vez por Briggs y Mcall
(1904), presenta la ventaja que es barato, facil, no altera las propiedades del suelo y se
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puede realizar de forma repetitiva (Grossman y Udluft, 1991). Las principales desventajas
son que el suelo debe estar saturado para poder colectar la muestra, y que la muestra
tomada puede no ser representativa del agua que se mueve por gravedad, debido a que
su movimiento es demasiado rapido (Shaffer y col., 1979). También puede cambiar el
flujo natural de agua a través del suelo alrededor de la capsula y, como consecuencia,
gue la muestra que se recoja no sea representativa de la profundidad a la que fue tomada
(van der Ploeg y Beese, 1977).

Las capsulas mas utilizadas son las ceramicas, aunque también existen cépsulas de
oxido de aluminio, nylon, PVC, teflon (Grossmann y col., 1987, Litaor, 1988) y otros
materiales (Beler y col., 1992; Jones y Edwards, 1993; Wessel-Bothe y col., 2000).

Aunque la mayoria de los trabajos realizados con capsulas ceramicas se han utilizado
para el estudio del comportamiento de cationes inorganicos (Bottcher y col., 1984; Nagpal
1982; Beier y Hansen, 1992; Lord y Shepherd; 1993), también se han empleado para el
estudio del comportamiento de plaguicidas en campo (Adams y Thurman, 1991; Beltran y
col., 1995a). De acuerdo con los resultados de la bibliografia, y dado que los volimenes
colectados eran en general altos, se emplearon cépsulas ceramicas para estudiar el
comportamiento de metidation en el agua que se mueve en el perfil del suelo.

El rendimiento de los hidrocaptores ceramicos, esta principalmente relacionado con las
dotaciones, intensidades y cadencias de riego aplicadas. La Tabla VII-2 expresa la
eficacia de los hidrocaptores en la toma de agua, en relacion al calendario de muestreo
previsto (Tabla VII-2).

Tabla VII-2: Eficacia (%) en la toma de muestras acuosas de las cépsulas a distintas
profundidades y durante los tres tratamientos segtin los calendarios de muestreo previstos.

) Parcela S Parcela SL Parcela SS Parcela SLS
Profundidad
1998 1999 2000|1998 1999 2000|1998 1999 2000|1998 1999 2000
25cm 84 100 100 ) 100 100 86 84 100 86 | 100 100 86
75 cm 80 100 60 | 100 100 100 { 40 100 100 | 80 100 100
100 cm 40 40 50 80 100 75 0 100 75 40 100 100

Una eficacia del 100%, denota que se obtuvieron todas las muestras previstas

(Tabla VII-2). Valores inferiores implican que en todas o alguna de las ocasiones no se
pudo obtener muestra. Los rendimientos mas elevados en el periodo de muestreo (con
valores del 100 % en la mayoria de las profundidades) corresponden al tratamiento
llevado a cabo en 1999, afo en el que se empled el mayor volumen de irrigacion. En los
otros tratamientos, los valores varian segun el afo y la profundidad, no existiendo una
tendencia clara en el comportamiento de una misma capsula a lo largo del tiempo. Si hay
que destacar el hecho de que, en general, la eficacia en el muestreo disminuye con la
profundidad, y que las capsulas de la capa mas profunda fueron las que mas fallaron en
los tres muestreos.
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Los fallos de toma detectados se debieron posiblemente a una humedad insuficiente o a
problemas en los hidrocaptores, generalmente ocasionados por despegues del
“encofrado” arcilloso de la cépsula. En la parcela enmendada con lodo (SL), el
rendimiento de todos los hidrocaptores fue muy alto durante los tres afios. Una posible
explicacién seria una disponibilidad de agua por su proximidad a la acequia de riego, ya
que no se detectaron diferencias apreciables en las caracteristicas de suelo de las
distintas parcelas utilizadas.

En la Tabla VII-3 se expresa el volumen medio de agua recogido por los hidrocaptores
durante el periodo de muestreo en cada uno de los tratamientos, junto con la desviacién
estandar de cada una de las medias.

Tabla VII-3: Volumen medio de agua recogido en cada una de las capsulas en cada tratamiento.

Parcelas
Riego aplicado Profundidad
S SL SS SLS
25cm 279 + 170 274 £ 74 229 + 65 117 + 47
380 mm
(1998) 75 cm 460 £ 114 548 + 114 147 £ 49 463 + 40
100 cm 64+8 420 £ 280 - 80
25 cm 343 + 67 148 + 39 228 + 50 66 17
98%;2’;‘ 75 cm 510245 751 %112  697+230 708 250
100 cm 44 + 9 279 + 240 582 x 236* 350 + 97
25 cm 275+ 104 67 + 30 178 + 72 70 £ 69
480 mm
(2000) 75 cm 104 £ 48 352 + 382 241 + 40 475 + 311
100 cm 46 + 37 32+12 18 + 4* 83 + 36

*Datos correspondientes a una nueva capsula instalada antes de comenzar ¢l tratamiento en 1999, debido a
que la anterior no colectd agua. Esta capsula fue la utilizada hasta finalizar el tratamiento del afio 2000.

El volumen medio de agua recogido en cada hidrocaptor nunca super6 los 850 mL, con
un valor medio de unos 280 mL, similar al conseguido en otros trabajos (Sanchez Pérez,
1994; Adams y Thurman, 1991). Las altas desviaciones estandar que se obtienen en el
célculos de estos valores medios, indican la irregularidad de los volimenes de agua
recolectados por las capsulas a lo largo del periodo de muestreo. En esta tabla se
observa como los volimenes de agua recogidos a una misma profundidad y durante el
mismo afo no son similares, ni parece existir una relacion clara de los volimenes
obtenidos con las dotaciones de riego aplicadas. Excepto en la toma de agua de la
profundidad intermedia durante el tratamiento del afio 1999 que es claramente superior a
las otra dos, en la capa superior e inferior los volimenes obtenidos en el afio 2000 son
similares 0 menores a los que se obtuvieron en el afto 1998, para el que la irrigacion
aplicada fue menor.

Tras observar que los voliimenes colectados por las capsulas disminuyeron a lo largo de
los tratamientos, se colocd una nueva capsula en la capa arable de la parcela SLS, antes
de realizar el tratamiento del afio 2000. Durante este Ultimo tratamiento se recogié agua
de todas las capsulas colocadas al inicio de las experiencias, y de la nueva capsula
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situada en la parcela SLS, de forma que esta parcela se obtuvieron datos por duplicado
de los lixiviados de la capa arable.

Una vez finalizadas las experiencias en el campo, todas las capsulas de la capa arable se
extrajeron de las parcelas y se llevaron al laboratorio para comprobar su eficacia. Para
ello se desprendi6 manualmente la tierra adherida a la superficie de las capsulas
ceramicas y se sumergieron en solucién acuosa aplicando un vacio similar al utilizado en
el campo (60 cbar), durante 24 h.

En la Figura VII-6 se muestran los B1998 @199 (2000 ELab (24h)
volimenes medios de agua recogidos por 500
los hidrocaptores de capa superficial de las 400 |

distintas parcelas a lo largo de los tres
tratamientos, y en las experiencias llevadas
a cabo en el laboratorio. Se puede observar
como el hidrocaptor de la parcela S es el 100
que recoge los mayores volimenes, y que
éstos son mas similares entre los
tratamientos. En el resto de los casos,
muestran una tendencia a recolectar cada hidrocaptores situados de la capa arable
vez un volumen mas pequefo, -INClUSO | yrante jos tres tratamientos y los obtenidos
cuando el riego aportado en los UMIMOS | en ¢| laboratorio. Las barras verticales
anos fue superior al primero. representan desviaciones estandar.

300

200 |

V medio (mL)

s SL 88 SLS antigua  SLS nueva
Cépsulas (0-25 cm)

Figura VIi-6: Volimenes medios de los

En cuanto a los volimenes colectados en el laboratorio, éstos siguieron la misma
tendencia que la observada en el campo, siendo mayores los encontrados en la parcela S
y los del nuevo hidrocaptor de la parcela SLS.

Todos estos hechos parecen indicar que las capsulas sufren un proceso que hemos
denominado de “envejecimiento”, cuando se mantienen enterradas durante un periodo de
tiempo prolongado en el suelo.

Este proceso, que podria conllevar una obturacién de la ceramica y haria que Ilas
capsulas recogieran volimenes de agua cada vez mas pequefios, se observado
mayoritariamente en las situadas en la capa arable. Este hecho los achacamos a la
naturaleza carbonatada de la capa arable de los suelos de la Vega (34 % CaCOs), que
pudo dar lugar a depdsitos sobre la ceramica, alterando la porosidad del material.

Los resultados estan en contradiccién con otros autores (Jones y Edwards, 1993), que
recomiendan un acondicionamiento de los hidrocaptores durante unos cuantos afios para
evitar “bias” (sesgos) en los resultados obtenidos con algunos compuestos de naturaleza
ibnica, y que una vez instalados pueden ser usados durante afios (Lord y Shepherd,
1993).
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3.2 Efecto de los enmendantes en la lixiviacion de metidation

Debido a que la dosis de plaguicida afnadida fue similar a la empleada en las practicas
agricolas, las concentraciones determinadas en las muestras de agua fueron
extremadamente bajas (no superiores a 7 ug L™, excepto en una muestra). En la mayoria
de los casos, toda el agua recogida por la capsulas fue procesada, y los resultados
obtenidos corresponden a una Unica muestra dada la imposibilidad de repeticién. En las
Figuras VI-7, 8 y 9 se representan las concentraciones de plaguicida en las muestras
acuosas colectadas por los hidrocaptores a las tres profundidades estudiadas y durantes
los tres tratamientos.

Durante el primer tratamiento (afo 1998) la concentraciéon de metidation en los lixiviados
de la capa arable no superé los 7 ug L. Los valores encontrados a otras profundidades
fueron muy bajos (< 1 ug L), con la excepcién de una muestra de la parcela SL tomada

a dia 27 de la capsula situada a mayor profundidad, que se ha considerado como un
hecho aislado.

En las muestras tomadas durante el segundo tratamiento, la concentracion maxima de
plaguicida en los lixiviados de las capsulas situadas en la capa arable alcanzé 4 ug L. Lo
que se observa en este tratamiento es una disminucion drastica de la concentracion de
metidation obtenida en los lixiviados de las cépsulas superficiales. Sin embargo se
obtienen unos valores mas altos que en la experiencia anterior en las capas intermedia y
profunda a dia 6 , lo que se puede relacionar con una movilidad mas alta del plaguicida
debido al alto volumen de irrigacién empleado.

En el tercer tratamiento (afo 2000), se confirma la existencia de una reduccién de la
concentracion del insecticida existente en los lixiviados de la capa arable, excepto en la
parcela SLS. Como se ha mencionado anteriormente, debido a la falta de eficacia en la
recolecciéon de muestra, se introdujo una nueva capsula en esta parcela, y se determind
la concentracién del insecticida en ambas, nueva y vieja, para establecer posibles
diferencias. Como puede observarse, las concentraciones determinadas en ambas
capsulas fueron distintas. Las concentraciones encontradas a otras profundidades fueron
en general bajas (< 1 ug L), existiendo un par de casos en los que la concentracién
obtenida rondé los 2 ug L™, y un caso excepcional en el que la concentracién casi
alcanzé 18 ug L. El transporte de plaguicidas a capas profundas y en un tiempo
relativamente corto (t = dias) y se ha resefiado con anterioridad para otros compuestos
como linuron o monolinuron (Guzzella y col., 2000).

Este mismo fenémeno se ha observado (Beltran y col., 1995) para metidation y dimetoato
en tres ensayos realizados durante un periodo de un ano con hidrocaptores ceramicos.
En los tres tratamientos los insecticidas se encontraron a 1,5 m de profundidad a una
concentracién de entre 2 y 200 veces superior a la hallada a 0,5 m. Dado que las
caracteristicas fisicoquimicas del metidation favorecen la retencion del plaguicida en el
suelo, por lo que se ha catalogado como de movilidad intermedia segln el indice GUS
(Gustafson, 1989), este fendmeno se ha explicado como de flujo preferencial.
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Figura VII-7: Datos de la concentracién de metidation en agua de los
hidrocaptores a lo largo del tiempo durante el 1% tratamiento (1998).
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Figura VII-8: Datos de la concentracién de metidation en agua de los
hidrocaptores a lo largo del tiempo durante el 2° tratamiento (1999).
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Figura VII-9: Datos de la concentracién de metidation en agua de los
hidrocaptores a lo largo del tiempo durante el 3% tratamiento (2000).
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Segun indica Flury (1994) hay que tener en cuenta que una de las principales causas de
la contaminacion de acuiferos por plaguicidas es debida a fenémenos de flujo
preferencial. La existencia de este tipo procesos depende de las caracteristicas del suelo,
la presencia de grietas o canales realizados por lombrices, y del método de irrigacion
empleado (Flury y col. 1994). Los sistemas de irrigacion por aspersién contribuyen en
menor medida a la existencia de fendmenos de este tipo que otros métodos como la
irrigacion por inundacion (Troiano y col., 1994; Flury y col., 1994).

En nuestro caso y debido a que el sistema de irrigacion elegido fue por aspersién y a que
antes de la aplicacion del plaguicida a las parcelas se les dio un labor superficial, se ha
reducido la existencia de fendmenos de este tipo (Hall y col., 1989; Isensee y col., 1990;
Starr y col.,, 1990; Steenhuis y col,, 1990). Sin embargo la introduccion de los
hidrocaptores en el suelo puede dar lugar a la formacién de grietas alrededor de las
capsulas. Este hecho unido a la elevada irrigacion empleada durante 1999 puede ser
responsable de fenémenos de flujo preferencial, indicados por la llegada masiva y a
tiempos cortos del plaguicida a capas profundas del suelo.

Para poder estudiar las diferencias entre los tratamientos se han realizado los graficos de
la Figura VII-10 donde se comparan los datos de concentracion obtenidos por las
capsulas situadas en la capa arable para cada uno de los tratamientos. Los datos a otras
profundidades no se han representado porque excepto los obtenidos durante 1999, y
alguna otra excepcion, fueron muy bajos (Figuras VII-7, 8 y 9).

8 1998 1 1999
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Figura VII-10: Comparacién de los datos de concentracion de metidation
en agua de los hidrocaptores (25 cm) de las distintas parcelas, durante
cada tratamiento.
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En un mismo afo las diferencias de concentracion de metidation en las distintas parcelas
son muy pequenfas, y la concentracién en los lixiviados disminuye rapidamente a lo largo
del tiempo. Las mayores diferencias, se obtuvieron en los primeros dias del tratamiento
llevado a cabo en 1998. En el afio 1999, excepto en dos muestras iniciales de la parcela
S, las concentraciones encontradas fueron en general bajas, lo que pudo ser debido a la
mayor dotacion de riego aplicada.

En el afio 2000 lo mas notable son los distintos valores de concentracién encontrados en
la capsula instalada en el afio 2000 (nueva) y la que se mantuvo en la parcela los tres
anos que durd la experiencia, ya que en el resto de las capsulas los valores fueron
similares y muy bajos. No hemos encontrado resultados similares sobre la falta de
reproducibilidad de los datos de concentracion de plaguicidas cuando se usan capsulas
ceramicas.

Sin embargo, otros autores si han observado una alta variabilidad espacial cuando se
usan capsulas ceramicas en el andlisis de cationes inorganicos (Béticher y Strebel,
1988a y b; Scott-Wendt y col., 1988; Wopereis y col., 1988) o plaguicidas (Smith y
Parrish, 1993; Beltran y col., 1995; Guzzela y col., 2000). Esta variabilidad la atribuyen
tanto a las caracteristicas del suelo (Beier y Hansen, 1992), como a diferencias en las
caracteristicas quimicas de las propias capsulas, debida a los procesos de fabricacion de
las mismas (Hughes y Reynols, 1990). También se ha atribuido a la existencia de
distintos mecanismos de transporte, fenémenos de flujo preferencial o a la
heterogeneidad del suelo (Guzzela y col., 2000).

Para comprobar si el incremento de la enmienda produjo algin cambio en las
concentraciones encontradas en los lixiviados entre los tres tratamientos, se han
representado los resultados obtenidos por una misma capsula durante los tres afios
(Figura Vii-11).
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Figura Vil-11: Comparacion de los datos de concentracién de metidation
en agua de los hidrocapores situados en la capa arable, entre tratamientos.
En la parcela SLS para el afno 2000, se han representado los valores
obtenidos por la capsula nueva.
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Entre tratamientos es de destacar de nuevo, el hecho de que las concentraciones mas
elevadas se obtuvieran durante el primer tratamiento (afio 1998).

En las parcelas S y SS, no existen diferencias entre el segundo y tercer tratamiento. En la
parcela SL, los valores obtenidos en el afio 1999 son menores a los obtenidos en 1998,
debido probablemente a que el volumen de irrigacién aplicado fue mayor. En la gréfica
que muestra los valores obtenidos en la parcela SLS, se han representado las
concentraciones obtenidas con la capsula nueva en el afio 2000, junto con los valores de
la antigua de los afos anteriores. Como se puede observar en el grafico, los valores
encontrados en la nueva cépsula son muy similares a los obtenidos por la capsula
antigua en el primer tratamiento.

La disminucion de la concentracion de metidation entre tratamientos podria explicarse por
el aumento de la dotacién de riego (en especial en 1999) y por la adiciéon de los
enmendantes, en particular como veremos mas adelante debido a la adicién de lodo. Sin
embargo en la parcela control (S) y en la de surfactante (SS), tan solo deberia
manifestarse el efecto del riego, y los valores de concentracion para el afio 2000 deberian
ser superiores a los encontrados en la parcela SLS, debido a que ésta se enmendé con
lodo. La drastica reduccion observada en las concentraciones parecen reflejar como la
eficacia de los hidrocaptores para determinar la concentracion del insecticida en los
lixiviados disminuye a lo largo del tiempo, y se ve afectada por el proceso de
envejecimiento anteriormente mencionado.

Debido a la falta de concordancia entre los resultados obtenidos en la capsula antigua y
nueva de la parcela SLS, todos los hidrocaptores de la capa arable se retiraron en marzo
del 2000, y se llevaron al laboratorio. Para comprobar si las capsulas retenian al
plaguicida, y si los resultados obtenidos por las capsulas en iguales condiciones eran
similares, se sumergieron en distintas alicuotas de una misma solucién acuosa del
plaguicida preparada a 0,08 ug L', repitiendo esta experiencia dos veces (1 y 2°
ensayo). Posteriormente cada una de las capsulas se introdujo por separado en
volimenes similares de agua MiliQ (3* ensayo). Para succionar el agua de las
soluciones acuosas, se aplicd un vacié similar al utilizado en el campo (60 cbar) durante
24 h en camara termostatizada a 10 °C. Transcurrido este tiempo se analizé el agua
colectada en el interior y el exterior de las capsulas. En la Figura VII-12 se representan
los obtenidos.
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Figura VII-12: Concentracién determinada en el interior
de las capsulas relativa a la concentracién en el exterior.
En el tercer ensayo (agua MilliQ) se indica la
concentracién absoluta obtenida.

En el primer ensayo destaca la falta de reproducibilidad en la medida de la concentracion
de metidation por las distintas capsulas, a pesar de que la concentracion utilizada en
todos los casos la misma. En el segundo ensayo ademas de la alta variabilidad, las
concentraciones encontradas en el interior de las capsulas fueron superiores a las
obtenidas en el caso anterior. Esto refuerza la idea del “efecto de recuerdo”, en la
determinacién de la cantidad de plaguicida, debido probablemente a la retencién del
plaguicida por la superficie modificada de la ceramica. Para confirmar esta suposiciéon se
decidié repetir la experiencia utilizando agua MilliQ (3* ensayo). Los resultados que se
muestran en la Figura VII-2 confirman la hipétesis propuesta, sin que pueda establecerse
ninguna relacién con las concentraciones obtenidas en el ensayo anterior.

Estos hallazgos pueden estar relacionados con el proceso de envejecimiento de las
capsulas, mencionado anteriormente y no han sido descritos por otros autores. Beltran y
col. (1995) en el estudio de la presencia de metidation en los lixiviados durante un
periodo de un afo utilizan dos tipos de hidrocaptores ceramicos de succién. En este
estudio las cantidades de metidation recogidas durante el 3° tratamiento en los
hidrocaptores de la capa superficial son 10-20 veces inferiores a los del 1°tratamiento,
aun cuando la concentracién de insecticida aplicado fue la misma. Una reduccién similar
se observa para dimetoato. Aunque en el trabajo no se sefala este hecho, podria tratarse
de un efecto similar al observado en nuestros ensayos.

Debido a que en la experiencia inicial con las capsulas antes de introducirlas en el suelo
se vio que las capsulas no retenian al insecticida, este proceso pudo ser debido al largo
periodo que permanecieron enterradas en el suelo, y estar relacionado con las
caracteristicas carbonatadas del suelo. Haberhauer y Gerzabek (2000), postulan que un
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largo tiempo de contacto de las capsulas con el suelo puede alterar la superficie de las
mismas y modificar el comportamiento del material poroso en los fendmenos de
adsorcion.

Aunque algunos autores (Lord y Shepherd, 1993) consideran que una vez se ha instalado
la capsula en el suelo ésta puede ser utilizada durante anos, tras los resultados obtenidos
hay que poner en duda esta afirmacion. Para el analisis de compuestos hidréfobos, como
el plaguicida en estudio, seria conveniente reemplazarlas antes de comenzar un nuevo
ensayo, debido tanto a la reduccién en los volimenes colectados, como a la falta de
reproducibilidad en la determinacién de la concentraciéon. Sin embargo la instalacién
anual también puede producir problemas de flujo preferencial (Grossman y Udluft, 1991;
Lord y Shepherd, 1993).

Si consideramos los datos de 1998 como los mas fiables, vemos que las mayores
diferencias se obtienen pasados 6 dias (Figura VII-13). Los valores encontrados
transcurridos este tiempo, siguen la misma tendencia encontrada en ensayos de
laboratorio mediante isotermas de adsorcion, para la enmienda con lodo al 4% y TDTMA
a 10 cmc, de forma conjunta o por separado (Tabla lil-4). Teniendo estos resultados en
cuenta, la parcela tratada sélo con el plaguicida es la que menos metidation retendria, y
la concentracién en los lixiviados seguiria el orden S > SL>>SS > SLS, similar a lo
obtenido experimentalmente.

S i3 88 e SL SLS

Concentracién (ug L")

Figura VHII-13: Cantidades de metidation en los lixiviados
colectados por las capsulas situadas en la capa arable.

Los datos de concentracion obtenidos, teniendo en cuenta el aporte de C.O. que suponen
los distintos enmendantes, se comparan con el efecto que produjeron estos enmendantes
en la proporcién mas similar de los ensayos de adsorcién (Capitulo 1ll). Los porcentajes
se han calculado para los primeros 10 cm de suelo (Tabla ViI-5).
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Tabla VII-4: Comparacion del aporte de C.O. que produce la adicién de los enmendantes en el
tratamiento de campo del afio 1998 y en los ensayos de adsorcion.

Campo (1998) Ensayos de adsorcion
%C.0. %C.0.
Lodo TDTMA Lodo TDTMA Kf/%Ads
S - - S - - 27/29+3
SL (3%L) 6,9 X10™ - SL (2%L) 4,6x10" - 25/36+3
SS (12 mg /parcela) . 1,9x 10*|SS (1 cmc) - 24x10% 26/33+3
SLS (3%L + 12 mg /parcela) 6,9 X10" 1,9x10* * - - -

*Para este caso no se tienen valores experimentales para valores similares de enmienda.

La enmienda realizada durante este tratamiento se puede comparar con los ensayos de
adsorcién en los que se empleé lodo al 2% y TDTMA a 1 cmc. Para valores similares de
una enmienda conjunta no se tienen datos experimentales.

Aunque la cantidad de TDTMA afadida al suelo es mas baja que la que produzco un
ligero efecto a 1 cme (2,4 x 10 %), hay que tener en cuenta que ha sido calculada para
un espesor de 10 cm, y que sera mayor si se considera una capa de suelo mas delgada.
Si se tiene en cuenta esto, podriamos explicar los resultados obtenidos, y a pesar de no
disponer de datos de adsorcion para valores de enmienda de TDTMA a 1 cmc y lodo al
2%, es de suponer que se produjo un efecto aditivo y la adsorcién se incrementd
ligeramente.

En muestreos posteriores a seis dias es dificil de explicar el efecto de los enmendantes
para un compuesto con una persistencia en suelo muy corta (entre 6 y 8 dias) ya que a
los procesos de adsorcién y degradacion se unen los de lixiviacién a capas inferiores y la
baja concentracion del plaguicida.
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3.3 Efecto de los enmendantes en la persistencia de metidation

en suelo

Debido a que en las concentraciones determinadas los lixiviados han existido sesgos, los
resultados de las muestras de suelo pueden aclarar el comportamiento de metidation en
estas experiencias.

Los datos de concentracion de metidation en suelo a las distintas profundidades
ensayadas y durante los tres tratamientos, se muestran en los graficos de las Figuras VII-

14,15y 16.
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Figura VII-14: Datos de la concentraciéon de metidation en suelo a distintas
profundidades durante el 1* tratamiento (1998).
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Figura VII-15: Datos de la concentracién de metidation en suelo a distintas
profundidades durante el 2° tratamiento (1999).
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De los valores obtenidos se deduce que la degradacion de metidation en el suelo es
rapida, siendo las cantidades encontradas muy bajas transcurridos 30 dias desde su
aplicacion. Estos resultados estan de acuerdo con lo observado en los ensayos de
incubacién, y corroboran la hipétesis de que los procesos de tipo fotolitico no son
importantes en la degradacién de metidation. La mas rapida degradacion observada en
estos ensayos con respecto a los de incubacion, pudo deberse a las elevadas
temperaturas en la que se realizaron las experiencias, hecho que no estuvo presente en
los ensayos de campo.

Otro hecho destacado es que, contrariamente a lo que ocurria en los lixiviados, las
cantidades de plaguicida encontradas en la capa intermedia y profunda fueron muy
pequefas (0,009 ug g"') en préacticamente todos los casos.

Los valores de metidation encontrados en suelo también nos ayudan a la interpretacion
de los resultados obtenidos en los lixiviados. La escasa concentracion de metidation en el
suelo en la capas intermedia y profunda puede significar que las elevadas
concentraciones obtenidas en los lixiviados a esas profundidades sean debidos a
procesos de flujo preferencial. Schoen y col. (1999) en el estudio del transporte de
atrazina en el suelo también encuentran importantes diferencias en los resultados
obtenidos entre las muestras de suelo y las obtenidas en los lixiviados, atribuyendo este
hecho a fenémenos del mismo tipo.

Para comparar si los enmendantes tuvieron algan efecto en la movilidad del plaguicida en
la capa arable, se ha realizado el grafico de la Figura VII-17, en la que se comparan los
resultados obtenidos en cada una de las parcelas, y en los distintos tratamientos.
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Figura VII-17: Comparacion de los datos de concentracién de metidation
en suelo de la capa arable (0-25 cm) entre las parcelas.
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En estos graficos se observa que la concentraciones de insecticida obtenidas en las
distintas parcelas y en un mismo tratamiento, fueron muy similares. Las diferencias en la
forma de las curvas que describen los datos experimentales en el afio 1998 vy las
obtenidas de los tratamientos posteriores, pueden ser debidas a que el procedimiento de
toma de muestra empleado fue distinto. Con el empleo de la barrena manual se puede
tomar una porcién de suelo que contenga distintas concentraciones de insecticida, de
forma que si el procedimiento de homogeneizacion no se realiza de forma correcta, daré
lugar a resultados muy variables.

Como la enmienda se fue incrementando a lo largo de los tratamientos, se han
comparado los resultados de la concentracién de metidation obtenidos en la capa arable
en cada una de las parcelas durante los tres ensayos realizados (Figura VII-18).
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Figura VII-18: Comparacién de los datos de concentracion de metidation
en suelo de las capa arable (0-25 cm) entre tratamientos.

Las diferencias encontradas, se pueden achacar por un lado a los distintos volimenes de
irrigacion aplicados, y por el otro a las variaciones en la toma de muestra. El leve efecto
de los enmendantes se pone de manifiesto en las escasas diferencias obtenidas en todas
las parcelas entre el aflo 1999 y el 2000, afno este Gltimo en el se repiti6 la dosis del afio
anterior en la enmienda. Si consideramos que, por la naturaleza de los enmendantes
éstos no se degradan en el periodo de tiempo considerado, la enmienda seria el doble de
la empleada en el afo 1999, pero sin embargo el efecto fue muy similar.

Para intentar explicar el efecto de los enmendantes en los ensayos de campo se ha
expresado el aporte de C.O. de cada uno de los enmendantes en cada tratamiento, con
los resultados obtenidos en las experiencias de adsorcién (Tabla VII-5). Estos
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porcentajes se han calculado teniendo en cuenta los 10 primeros cm del suelo, y que las
cantidades de los enmendantes afadidas fueron aditivas.

Como se observa, la enmienda con TDTMA no alcanzé en ningin caso el valor de C.O.
necesario para aumentar de forma efectiva la adsorcion del plaguicida (TDTMA a 10 cmc
suponia un aporte de C.O. por el surfactante de 2,4 x 10" %). Las cantidades afadidas
de lodo fueron comparables o superiores a las empleadas en los ensayos de adsorcion,
por lo que el principal efecto sera debido a éste. Sin embargo, el aporte de m.o. debido al
lodo no parece aumentar de forma evidente la retencién de metidation, segin se observa
en los resultados obtenidos en campo. Como ya se vio en los ensayos de laboratorio el
mayor efecto se produjo con la enmienda del surfactante, aunque para conseguir un
efecto similar al del laboratorio seria necesario emplear un cantidad mucho mas elevada
del mismo (1500 g /parcela).

Tabla VII-5: Comparacién del aporte de C.0. que produce la adicién de los enmendantes en todos
los tratamientos de campo y en los ensayos de adsorcion.

Ensayos de campo Ensayos de adsorcion
% C.0.(1998) | % C.0. (1999) | % C.O. (2000) % C.O. KE/ %oAds
Lodo TDTMA| Lodo TDTMA| Lodo TDTMA Lodo TDTMA
S - - . . - - S - - 2,7/29+3
SL |eoxt0" - 14 . 2,1 gt g::{) P gf: D A
SS - 1,9x10* - 2,1 x10° - 4,1x10° | SS (1emce) - 24x102 2,6/33+3
SLS|89x10" 1,9x10* | 14 21x10°| 21  41x10° * - - -

*No hay datos experimentales para una enmienda similar.

En general, dadas las caracteristicas fisicoquimicas del metidation, es de suponer que
éste quedara fuertemente retenido por el suelo lo que coincide con los resultados
obtenidos.

3.4 Simulacion del comportamiento de metidation con el modelo
FOCUSPELMO 1.1.1

La simulacién del comportamiento del insecticida metidation durante los tres afios que
duré la experiencia de campo, se llevd a cabo con el modelo matematico
FOCUSPELMO 1.1.1 (o PELMO 3.2), basado en el modelo PELMO.

PELMO es un modelo compartimental de simulacién del movimiento de sustancias
quimicas en el suelo mediante "leaching" cromatografico, en la zona no saturada del
suelo, dentro y por debajo de la zona radicular (Cohen y col., 1995). El modelo considera
la existencia de movimientos dispersivos y avectivos del soluto (Cohen y col., 1995).
PELMO es la adaptacion alemana del modelo PRZM (Pesticide Root Zone Model) (Carsel
y col., 1984), y fue desarrollado por Klein en el Instituto Fraunhofer (Klein, 1991). Desde
la primera version (PELMO 2.01), se han realizado varias mejoras entre las que se
contempla la posibilidad de formacién de CO, en el proceso de degradaciéon de los
metabolitos (PELMO 3.0; Jene, 1998), validacién con resultados obtenidos con lisimetros
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(Fent y col., 1998), posibilidad de la utilizacién de escenarios FOCUS o la posibilidad de
crear un escenario especifico (FOCUSPELMO 1.1.1, Jene, 1998; FOCUS, 2000).

Tabla VII-6: Resumen de los principales procesos que se contemplan en PELMO (FOCUS, 2000).

Proceso

Aproximacion

Movimiento del agua

Movimiento de la sustancia
Simulaciéon de las cosechas

Degradacién en el suelo

Adsorcioén de la sustancia al suelo
Volatilizacion de la sustancia (desde el suelo)
Runoff

Drenaje y flujo preferencial

Erosién del suelo

Temperatura en el suelo

Asimilacién por la planta
Aplicacién de la sustancia
Metabolismo

Basado en un flujo de agua capacitivo, a partir
de datos climatolégicos diarios.
Ecuacién de conveccién-dispersion.

Cambios en la zona de la raiz y en las hojas,
durante el periodo de crecimiento, y toma de
agua y sustancias, entre otros.

Constante de degradacién de 1 orden, con
correcciones con la profundidad, temperatura
ambiente y del suelo.

Kd, Koc, ecuacion de Freundlich.

Modelo que utiliza la ley de Fick y la de Henry.
Curva de la Conservacion del suelo.

No se utiliza ninguna aproximacién.

Ecuacién universal para la pérdida de suelo.

Modelo empirico que usa la temperatura del
aire.
Modelo basado en la concentracion en el suelo.

Foliar, superficial o incorporacion al suelo.
Existe un complicado esquema, que contempla

la existencia de hasta 8 metabolitos, que
pueden ser simulados a la vez que la sustancia
inicial.

Este modelo consta de dos componentes mayoritarios, uno hidrolégico y otro de
transporte de sustancias quimicas. El componente hidroldgico para el calculo de la
escorrentia a la erosion se basa en Ecuacién Universal para la Pérdida de Suelo (USLE).
El calculo de la evapotranspiracion se hace con la ecuaciéon de Haude, o con la
introduccién de los datos reales. El transporte de sustancias quimicas se realiza a partir
de parametros de adsorcion basados en la ecuacién de Freundlich, y para las constantes
de degradacion se considera una cinética de primer orden. El calculo de la degradacién
de la sustancia para cada capa de suelo, lo realiza estableciendo una relacion lineal entre
éstas y la constante de degradacion. También calcula la temperatura en el suelo
(ecuacién de Arrhenius), teniendo en cuenta la humedad y temperatura del aire.

Para la aplicaciéon del modelo se utilizaron los valores de las constantes de degradacion
obtenidos en los ensayos de incubacion para los distintos tratamientos. Estos valores son
una buena aproximacion, ya que los resuitados del ajuste de los datos experimentales
obtenidos en el primer afo dieron unos valores muy similares a los calculados en los
ensayos de incubacién, pero con un grado de ajuste superior en todos los casos (Tabla
VII-7).
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Tabla VII-7: Parametros del ajuste a la ecuacion exponencial de primer orden de los datos de
campo (1998) y los obtenidos en los ensayos de incubacion.

Ensayo de campo (1998) Ensayos de incubacion
S SL SS SLS S SL SS SLS
kx 10
(dias™) 8,06 9,34 8,51 9,41 89110 9,9+1,0 9,6 :0,7 9,8 20,6
R 0,9794 0,9757 0,9503 0,9960 0,8258 0,7957 0,8657 0,8835
(;lfs) 8,6 7.4 8,2 7.4 7,8 7.0 7,2 6,9

Para los calculos realizados con FOCUSPELMO, el suelo se dividié en varias capas de
distinto espesor, seglin la enmienda realizada y la caracteristicas del suelo en cuanto a
contenido en C.O. y a valores de la constante de adsorcién obtenidos previamente
(Tabla llI-4). A cada una de las capas se le asigné un valor de k; en funcién de su
contenido en C.O., la enmienda realizada y los resultados obtenidos previamente en los
ensayos de adsorcién. Para el cédlculo del aporte de C.O. debido a la enmienda se
considerd que ésta se encontraba en los 10 primeros centimetros del suelo.

Tabla VII-8: Algunos de los parametros introducidos en el modelo FOCUSPELMO para la
descripcion del perfil del suelo de las parcelas.

Afo 1998
. S ss SL=SLS
Capa Long. C.0. k; | Long. C.0. k; | Long. C.0. k¢
(cm) (%) (cm) (%) (cm) (%)
1 30 92x107 27 | 30 92xi07 27 10 1,6 2,5
| 2 40 45x107 089 | 40 45x10" 089 | 20 92x10" 27
3 30 36x107 089 30 36x10" 089 | 40 45x10" 0,89
4 - - - - - - 30 36x107 0,89
Ano 1999
1 30 92x107 27| 30 92x107 27 | 10 2,32 5,0
2 40 45x10" 089 | 40 45x10" 089 | 20 92x107 27
3 30 36x10" 089 | 30 36x101 089 | 40 45xi07 0,89
4 - - - . - - 30 36x107 0,89
Ao 2000
1 30 92x10" 27 | 30 92xi07 27 | 10 3,02 4,0
2 40 45x10" 089 | 40 45x10" 089 ] 20 92xi0" 27
3 30 36x10" 08| 30 36x10" 089 | 40 45x107 0,89
4 - - - - - - 30 36x107 0,89
(’;g ! ‘_77) 8,9 9,7 9,8

000000000000 0000000000000000000000000000000000000000CVVVVNCRININS
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Debido a que la cantidad de surfactante afadida fue muy pequena (4,1 x 10° %, en el
mayor aporte) sélo se tuvo en cuenta el aporte de lodo, lo que implicé que los célculos
realizados por el modelo fueran los mismos para las parcelas SL y SLS en todos los
tratamientos. Para el afo 1998 la enmienda se comparé con la empleada en el
laboratorio en los ensayos de adsorcién cuando se adiciond lodo al 2% (k; = 2,5). Para
los anos 1999 y 2000, del 6 y del 9 % respectivamente, se emple6 un valor de k; = 4,0y
5,0. Aunque no se disponian de datos de adsorcidn experimentales para enmiendas
superiores al 4 %, se utilizdé un valor de constante de adsorcion mayor para el afo 2000
para resaltar su efecto.

3.4.a Resultados en el suelo

Los valores predichos de concentracion del plaguicida en el perfil del suelo hasta 1 m de
profundidad se muestran en las Figuras VII-19, 20 y 21. En cada una de las figuras se
representan los datos de concentracion del plaguicida en una parcela, y en cada uno de
los tres tratamientos llevados a cabo. Aunque el modelo predice valores diarios de
concentracion, sélo se han representado valores para determinados dias desde la
aplicacion del plaguicida, que coinciden con los de toma de muestras de suelo.

En estos graficos hay que destacar el hecho de que en ningln caso el modelo predice
que se obtengan concentraciones significativas del plaguicida por debajo de los 30
centimetros de profundidad. Estos resultados estdn de acuerdo con los resultados
experimentales de metidation en suelo obtenidos a lo largo de los tratamientos, en los
que las concentraciones de plaguicida en las capas intermedias y profunda fueron muy
bajos (< 0,009 ug g).

La méxima concentracion de metidation que predice el modelo en la capa superficial al
inicio del tratamiento nunca fue superior a 0,8 ug g' (dia 0). Esta cantidad disminuye
rapidamente en el tiempo, de forma que en la mayoria de los casos alcanza un valor muy
bajo (<0,12 ug g™') 24 dias después de su aplicacion.

Debido a este hecho, en el andlisis comparativo de los resultados predichos por el
modelo en el suelo, sblo se tendran en cuenta los datos tedricos obtenidos en los
primeros centimetros del suelo, y los experimentales de la capa arable del suelo.
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Figura VII-19: Resultados teéricos de la movilidad de metidation en el perfil del suelo.
Parcela 2 (S), durante los tres afos.
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PARCELA 3: SS (Concentracion en el suelo)
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Figura VII-20: Resultados teéricos de la movilidad de metidation en el perfil del suelo.
Parcela 3 (SS), durante los tres afos.
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PARCELAS 1 y 4: SL y SLS (Concentracion en el suelo)
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Figura VIi-21: Resultados tedricos de la movilidad de metidation en el perfil del suelo.
Parcelas 1 y 4 (SL y SLS), durante los tres afios.
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Para comprobar la eficacia de las predicciones, se han realizado los gréaficos de la Figura
VII-22, en los que se muestran los datos experimentales y tedricos obtenidos en cada una
de las parcelas, y en cada uno de los tratamientos.

En estos gréficos se pude comprobar como en general, existe un buen ajuste entre los
valores predichos y los experimentales. Este hecho nos indica que las aproximaciones
realizadas en cuanto a valores de constantes de adsorcién y degradacion, y efecto de los
enmendantes se ajustan bastante a la realidad.

Las diferencias entre el grado de ajuste del modelo a los valores experimentales del afio
1998 y obtenidos en los dos tratamientos posteriores, se pueden atribuir como ya ha sido
mencionado a la toma de muestra. Hay que tener en cuenta que el modelo calcula que la
distribucién del plaguicida en el perfil del suelo es homogénea. Empleando la pala para la
capa superficial se pudo tomar una muestra mas homogénea, en la que nos limitabamos
a recoger suelo superficial. En cambio en el uso de la barrena se pueden cometer mas
errores en cuanto a la profundidad exacta a la que se obtuvieron las muestras, y a la
distribucion del plaguicida en el perfil del suelo.
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FOCUS-Concentracion en el suelo
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Figura VII-22: Resultados experimentales de la concentracién de metidation en la capa
supetficial del suelo (puntos) y datos tedricos de la misma zona obtenidos con FOCUS (linea
continua).
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También se han comparado los resultados teéricos que predice el modelo en la capa
superficial del suelo en cada una de las parcelas y en cada tratamiento de las enmiendas
(Figura VII-23).

FOCUS-suelo. Comparacion de los tres afos, considerando el suelo entre 0-10 cm.

Conc.ffag™)
Conc. Pgg’)

tidias)

BS MSs HSL=SIS

Figura VII-23: Resultado tedricos de la concentracion de metidation en el suelo superficial.
Comparacién entre parcelas, y a lo largo del tiempo.

Como puede observarse en la figura, el modelo no predice que existan grandes
diferencias entre las parcelas, ni en los tres tratamientos realizados. Entre parcelas, la
concentracion en el suelo de la capa arable es muy similar para el afio 1998. Para los
tratamientos realizados en los afios 1999 y 2000 la concentracién en el suelo de la capa
arable es ligeramente superior para las parcelas SL y SLS. Este pequefo incremento en
la concentracién del insecticida en el suelo se puede explicar por el mayor valor de la
constante de adsorcién que se ha empleado para estos tratamientos. La poca diferencia
en los resultados predichos por el modelo enire parcelas en los tres tratamientos,
estarian de acuerdo con los resultados obtenidos experimentalmente, y apoyan la
hipétesis de que las pequenas variaciones obtenidas se debieran principalmente a la
irrigacion empleada, y a las diferencias en la toma de muestra.

3.4.b Resultados en los lixiviados

Para obtener los valores de concentracion de metidation en los lixiviados, se ha tenido en
cuenta que las capsulas colectaban agua de una franja de suelo situada alrededor de la
ceramica porosa del hidrocaptor. El espesor de esta capa de suelo puede encontrarse
comprendido en un darea circulara de un radio de entre 10 y 50 cm alrededor de la
capsula (Grossmann y Udluft, 1991).

Teniendo en cuenta la longitud de la ceramica porosa (8 cm aproximadamente),
consideramos que podia colectar agua de una capa de suelo de unos 15-20 cm de
espesor alrededor de la capsula. Para las capsulas situadas en las capas intermedia y
profunda se han considerado las franjas de suelo comprendidas entre 50-65 y 85-100 cm
de profundidad. Para las cépsulas situadas en la capa arable, que se encontraban
sumergidas a unos 27-30 cm de profundidad, se consideraron tres capas de suelo
distintas: 10-25, 15-30 y 10-30 cm de profundidad. Esta precisién en el célculo de los
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lixiviados de la capa arable se realizd6 debido a que los valores de concentracién de
metidation que predice el modelo se encontraban mayoritariamente en los primeros 30
cm de suelo.

Los resultados de la concentracion tedrica de metidation en los lixiviados obtenidos por
cada uno de los hidrocaptores en el perfil del suelo, y durante los tres tratamientos se
muestran en la Figuras VII-24, 25 y 26. Al igual que ocurria en el suelo, los resultados de
las parcelas SL y SLS son los mismos, debido al poco efecto que introduce la adicién de
TDTMA en la enmienda. En cada una de las figuras se representan los datos de
concentracion de metidation en los lixiviados de cada parcela, en el franja de suelo que
se indica y hasta una profundidad de 1 m. Los resultados se muestran a distintos
intervalos de tiempo desde la aplicaciéon del plaguicida, intervalos que coinciden con los
representados anteriormente para el suelo.

En estas graficas se pretende resaltar el hecho de que el modelo predice que en todos
los casos se obtendran concentraciones de plaguicida inferiores a 0,0006 ug L™ por
debajo de los 30 cm de profundidad. Estos resultados no coinciden con los valores
obtenidos experimentalmente en los lixiviados de la capa intermedia y profunda durante
algunos de los muestreos de los tres tratamientos (Figura VII-7, 8 y 9) en los que los que
se detectaron concentraciones de plaguicida muy altas (hasta 18 ug L™ en algunos
casos). La existencia de estas elevadas concentraciones puede ser debida, como se
apuntd anteriormente, a procesos de flujo preferencial, ya que a estas profundidades no
se detectaron concentraciones de plaguicida apreciables en el suelo en los datos
experimentales. ™

Los modelos de simulacién no predicen estas elevadas concentraciones de plaguicida en
el suelo a profundidades altas, porque se basan en la ecuacion de conveccién-dispersion,
la cual no tienen en cuenta la existencia de flujo preferencial (Steenhuis y col., 1990)

00000 000000000000 00000000000000000000000000000O0C00OO0CO0CFOCOCOCCCYCYCVYY



ENSAYOS DE CAMPO

235

corc. (ugL™h)
[ 3 6 9
0.
E\ 10-25
H 1998 (40 d)
% 50-65
95-100
Corc.(pgL"
] 3 6 9
0.
g 10-25
K]
£ 5068 1998 (+6 d)
95-100
Comc.{pgL"
0 3 6 9
0.
E 10-25
%
£ 5065 1998 (+13 d)
95-100
core. {(pg LY
0 3 6 9
0
e 10-25
RA
%
£ 5045 1998 (+27 4)
95-100
Conc. (ngl™
[} 3 6 9
[V
TE;\ 10-25
5
£ 5065 1998 (+60 d)
95-100

Corc. (ug L")
0 3 6 9 12
0.
- 10-25
E
=
w 1999 (+0 )
& 50-65
95-100
Corc.{ugL"
0 3 6 9 12
0 .
— 10-25
E
=
5
& 50-65 1999 (+6 d)
95-100
conc. (ug L'
0 3 6 9 12
0.
~ 10-25
€
A
s
& 50-65 ) 1999 (+11 4)
95-100
corc.(ug L™
[ 3 6 9 12
0 —
~ 10-25
£
=
]
& 50-65 1999 (+24 4)
95-100
Corc. (ugL™)
[ 3 6 9 12
0. —
~ 10-25
€
KA
5
£ 5065 1999 (+60 d)
95-100

PARCELA 2: S (Concentracion en el agua)

Corc.{pgLh)
0 3 6 9 12
0
= 1028
RN
K 2000 (+0 d)
% 50-65
95-100
Corc.(ngL")
0 3 6 9 12
E
=
‘§ 2000 (+7 d)
% 50-65
95-100
Corc.(ug L™
0 3 6 9 12
E
A
5
5 2000 (+144
% 50-65 (1490
95-100
corc. (kgL
6 9 12
2000 (+28 d)
Conc.(ngL)
0 3 6 9 12
0 J
T 10-25
R
|
5 2000 (+60 d
% 50-65 ( )
95-100

Figura VII-24: Resultados tedricos de la movilidad de metidation en el perfil del suelo.
Parcela 2 (S), durante los tres afios, considerando la concentracién entre 10-25 cm.
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PARCELA 3: SS (Concentracion en el agua)
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Figura VII-25: Resultados tedricos de la movilidad de metidation en el perfil del suelo.
Parcela 3 (SS), durante los tres afios, considerando la concentracion entre 10-25 cm.




ENSAYOS DE CAMPO 237
PARCELA 1y 2: SL Y SLS (Concentracion en el agua)
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Figura VII-26: Resultados teédricos de la movilidad de metidation en el perfil del suelo.
Parcela 1y 2 (SLy SLS), durante los tres afios, considerando la concentracién entre 10-25
cm.
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Como se puede comprobar en los graficos, y una vez aclarado el hecho de que el modelo
predice que la concentracién de metidation por debajo de 30 cm sera nula, se ha
estudiado la influencia del elegir el intervalo de suelo que se toma para el calculo de los
datos de concentracion de metidation en la capa. Para ello en la Figura VII-27 se
representan los datos de concentracion de metidation en tres intervalos distintos de
suelo: 10-25, 15-30 y 10-30 cm de profundidad.
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Figura VII-27: Resultados tedricos de la concentracion de metidation en el agua,
considerando distintos intervalos de suelo. Comparacién entre parcelas, y a lo largo del
tiempo.

Como se ve en los diferentes gréaficos, la concentracion de plaguicida que predice el
modelo matematico depende del espesor de suelo que se considere. Los mayores
valores se obtuvieron cuando se considerd que la capa de suelo de la que colectan agua
los hidrocaptores se encontraba entre 10 y 25 cm de profundidad. La concentracion
méxima de plaguicida que el modelo predice en los lixiviados de la capa arable es de
unos 12 ug L™, y en todos los casos es practicamente nula transcurridos 60 dias desde el
tratamiento.

En este caso, se observa también cémo la cantidad de irrigacién empleada influye en la
cantidad de metidation en los lixiviados. Esto se demuestra en los valores obtenidos para
la parcela S, en la que no se adicionaron enmendantes, y las Unicas diferencias se
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atribuyen a la distinta irrigacion aplicada. Los mayores valores se predicen para el
tratamiento realizado en el afio 1999, en el que la irrigacién empleada fue mayor.

Las diferencias entre la parcela S y SS, se deben a la distinta constante de degradacion
aplicada, ya que el resto de los parametros empleados fueron iguales. Para la parcela SS
el ligero aumento en el valor de esta constante condujo a unos valores levemente
inferiores a los de la parcela S.

El efecto de la enmienda se puso de manifiesto en los resultados obtenidos para las
parcelas SL y SLS, en los que los valores de la constante de adsorcion se aumentaron
con respecto a las parcelas anteriores. Como el valor empleado para esta constante en el
ano 1998 es ligeramente inferior al del suelo sin enmendar, el modelo predice unos
valores mayores de concentracién de metidation en la capa arable durante este afio si se
comparan con los resultados de las otras parcelas. En los otros dos tratamientos, los
valores predichos son siempre inferiores, si se comparan las parcelas durante un mismo
ano.

Las diferencias entre parcelas en los resultados que predice el modelo se muestran mas
claramente en los gréficos de la Figura Vii-28. En estos graficos se puede observar como
la concentracion en los lixiviados en mayor en la parcela SL durante el afo 1998, y
ligeramente inferior a la que predice para las otras parcelas para los otros dos
tratamientos. Esto es debido a los distintos valores de ks empleados, como se ha
comentado anteriormente.

FOCUS-agua. Comparacion de los tres afnos, considerando el agua entre 10-25 cm.
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Figura VII-28: Resultados tedricos de la concentracion de metidation en el agua.
Comparacion entre parcelas, y a lo largo del tiempo.
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Para comparar los resultados tedricos obtenidos con el modelos con los resultados
experimentales se han realizado los graficos de la Figura VII-29.
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Figura VII-29: Comparacién de los resultados teéricos de metidation en los lixiviados
de la capa arable (lineas), con los obtenidos experimentalmente en los hidrocaptores
superficiales durante el afio 1998, y en el nuevo hidrocaptor colocado en el afio 2000.

En estos gréficos sélo se han tenido en cuenta los valores experimentales del primer
tratamiento obtenidos por los hidrocaptores en la capa arable, y los obtenidos por la
capsula nueva en el Ultimo tratamiento. Los valores experimentales de la capa arable
obtenidos entre los afios 1999 y 2000 no se han comparado porque fueron muy bajos (<
0,04 ug L', en la mayoria de los casos). Tampoco se representan los valores
experimentales obtenidos para la capa intermedia y profunda, porque para estos casos
los predichos por el modelo son practicamente nulos.

En general, el ajuste de los datos tedricos de la concentracion de metidation en los
lixiviados y los datos experimentales depende de la franja de suelo que se considere.
Durante el tratamiento llevado a cabo en 1998 para las parcelas S, SS y SLS los
resultados que predice el modelo que mas se ajustan a los valores experimentales
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parecen ser los obtenidos en la franja de suelo entre 10 y 25 cm de profundidad. Para la
parcela SLS los mejores resultados son los correspondientes al intervalo comprendido
entre 15 y 30 cm. Pero sin embargo hay que tener en cuenta que el nimero de muestras
tomadas en los dias siguientes a la aplicacién del insecticida fue pequefio y por tanto es
dificil prever cual es el mejor ajuste.

Para el afo 1998, el modelo predice unos valores inferiores a los encontrados
experimentalmente para tiempos cortos, mientras que sobreestima la concentracion para
valores de tiempo mas largos. Este hecho se podria asociar con la existencia de
fendmenos de flujo preferencial, que no tiene en cuenta el modelo. Pero también hay que
tener en cuenta que, el nimero de muestras tomadas en los dias posteriores al
tratamiento fue pequefio, y el modelo predice una rapida lixiviacién del plaguicida.

La importancia de obtener un mayor nimero de datos a tiempos cortos se pone de
manifiesto en el grafico que representa los valores encontrados en la capsula nueva
colocada durante el tratamiento del afo 2000. En este caso, los datos experimentales
obtenidos parecen seguir la misma tendencia que indica el modelo, si se considera la
franja de suelo entre 15 y 30 cm, aunque sobreestime la concentraciéon de metidation
para valores de tiempo superiores a 7 dias.

El hecho de que sélo se hayan podido comparar los resultados experimentales obtenidos
con las capsulas que se mantuvieron un menor tiempo en el suelo, parece confirmar que
el envejecimiento de las mismas sea debido a su permanencia en el suelo durante
periodos de tiempo prolongados.

Dada la eficacia del modelo en la prediccién de resultados, se hizo una prueba de las
predicciones del modelo en el caso de que se hubiese empleado una enmienda similar a
la empleada en el laboratorio con TDTMA a 10 cmc en las parcelas SS y SLS (k; = 44,80
y 83, 44, respectivamente) (Figura VII-30):

Parcela SS Todos los tratamientos Parcela SLS Todos los tratamientos
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Figura VII-30: Resultados tedricos de metidation en los lixiviados (10-25 cm) predichos por
FOCUS con valores de k;de 44,80 y 83,44.
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El modelo predice que en caso de aplicar esa enmienda, en el suelo las concentraciones
de plaguicida que se obtendrian serian similares a las predichas en los casos anteriores.
Las principales diferencias aparecen en los valores de concentracion de metidation en los
lixiviados de la capa arable, que serian muy inferiores a los obtenidos anteriormente con
valores de concentracion no superiores a 1 ug L. En esta hipotética situacién también
destaca el efecto del riego, existiendo una relacién directa entre la concentracion de
metidation en los lixiviados y la irrigacién aplicada, a pesar de los elevados valores de la
constante de adsorcion empleados.

L
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Se ha puesto ha punto la metodologia analitica necesaria para la determinacion de
metidation en distintas matrices ambientales, destacando el desarrollo de una nueva
metodologia para la extraccién de soluciones acuosas concentradas del mismo
mediante el empleo de las microondas.

De las diferentes enmiendas ensayadas la adiciéon de los surfactantes ani6nicos
(LAS) y no iénicos (Tween 80) no producen un cambio en la adsorcién del
insecticida. Por el contrario, se observa un incremento con la adicién de lodo y del
surfactante catiénico TDTMA. Este aumento esta relacionado en el caso del lodo con
un aumento del C.O. del suelo. Para el surfactante ese incremento requiere alcanzar
un valor critico de C.O.

Se ha visto que el empleo de los enmendantes anteriormente citados a las
concentraciones ensayadas, no modifican sustancialmente la degradacién de
metidation en el suelo. La degradacion de metidation precisa de diferentes
ecuaciones matematicas para su adecuado ajuste.

La degradacién de metidation bajo exposicion solar es rapida y debida
fundamentalmente a procesos de tipo indirecto y a la temperatura. No se obserban
diferencias entre el suelo natural y el enmendado.

En los ensayos con columnas de suelo empaquetadas, se ha comprobado que la
adicién de lodo y TDTMA, disminuye la movilidad del plaguicida en las condiciones
ensayadas, apoyando los resultados obtenidos en las isotermas de adsorcion.

El empleo del modelo matematico PESCOL para la simulacion del comportamiento
del plaguicida en las columnas, predice aceptablemente los resultados obtenidos.

Los ensayos de campo confirman que el metidation con los enmendantes
seleccionados y bajo diferentes condiciones de irrigacion queda retenido en la capa
arable. La lixiviacidn del plaguicida se ve influenciada por la irrigacion.

En los ensayos de campo se ha observado que los hidrocaptores ceramicos de
succion se ven afectados por un proceso de envejecimiento que pueden conducir al
resultados erréneos.

La simulacién del comportamiento de metidation en campo con el modelo
FOCUSPELMO 1.1.1 concuerda con la lixiviacion observada, y es una herramienta
atil que ha ayudado a la interpretacién de los resultados.
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ABREVIATURAS

a.C.
AChE
ASE
C.0.
cC
CCF
CCF
CE
CE
CFS
CFS
CG
Cic
CL
cr
CLAR
cmc
COH
CR
DBO
DDT
DE
DSl
EC
EDAR
ELISA
ELL

Antes de Cristo

Acetilcolinesterasa

Acelerated solvent extraction (extraccion acelerado por disolventes)
Carbono organico

Capacidad de campo

Cromatografia en capa fina

Cromatografia en capa fina

Captura electrénica

Captura electronica (detector)

Cromatografia de fluidos supercriticos

Cromatografia por fluidos supercriticos

Cromatografia de gases

Capacidad de intercambio cationico

Cromatografia liquida

16n cloruro

Cromatografia liquida de alta resolucién

Concentracién micelar critica

Compuestos organicos hidréfobos

Curva de ruptura

Demanda bioquimica de oxigeno

Insecticida organoclorado

Desviacién estandar

Direct sample injection (Introduccién directa de la muestra)
Electroforesis capilar

Estacién depuradora de aguas residuales

Enzime-linked immunosorbent assay (test inmunolégico enzimatico)

Extraccién liquido liquido
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EM
EM
EPA
ES
EU

EVACS

FPD
FPD
GABA
GC
HAL
Hc

HT

IE

INT

INTF

IGN

IQP

K

Koc

LAS
LMR
LOD

ABREVIATURAS

Espectrometria de masas

Espectrometria de masas

Agencia para la Proteccion del Medioambiente norteamericana
Electrospray

Estados Unidos

Evaporative automatic concentration system (sistema de concentracién
evaporativo automatico)

Detector fotométrico de llama

Flame photometric detector (detector fotométrico de llama)
Acido gamma amino butirico

Cromatografia de gases

Niveles de orientacién de salud

Constante de Henry

Hexano / tolueno

Impacto electrénico

Aceptor artificial de electrones (cloruro de 2-(p-iodofenil)-3-(p-nitrofenil)-
5-feniltetrazolium)

Aceptor artificial de electrones (cloruro de 2-(p-iodofenil)-3-(p-nitrofenil)-
5-feniltetrazolium), reducido

lonizacién quimica negativa

lonizacién quimica positiva

Coeficiente de particion suelo-agua
Constante de Freundlich

Coeficiente de adsorcién

Lodo de depuradora

Surfactante anidnico (sodio lauril sulfato)
Limites maximos de residuos

Limite de deteccidn



ABREVIATURAS

m.o.
MAE
MAYPA
Met
Mw
nAChR
NAPLs
NPD
NPD
ocCli
opP

P.l.

PB
PCBs

PKa

rpm

Sl
Sla
SL
SLS

SP
SPa
SPE
SS

ti2
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Materia organica

Microwave assisted extraction (extraccion asistida por ordenador)
Ministerio de Agricultura y Pesca

Metidation

Microondas

Acsetilcolina

Liquidos en fase no acuosa)

Detector de Nitrégeno y fosforo

Nitrogen phosphorus detector (detector de fésforo y nitr6geno)
Organoclorado

Organofosforado

Patrén Interno

“Particle Beam” o haz de particulas

Policlorobencenos

Constante de acidez

Factor de retardo

Revoluciones por minuto

Suelo (de la capa superficial)

Suelo de la capa intermedia

Suelo de la capa intermedia autoclavado

Suelo (de la capa superficial) enmendado con lodo de depuradora

Suelo (de la capa superficial) enmendado con lodo de depuradora y
surfactante.

Suelo de la capa profunda

Suelo de la capa profunda autoclavado

Solid phase extraction (extraccién en fase sélida)

Suelo (de la capa superficial) enmendado con surfactante

Tiempo de vida media
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T80

TD50

TDTMA
TS

U.E.
uBv
UE

uv

Vo

ABREVIATURAS

Surfactante no i6nico (Tween 80)

Tiempo que se requiere para que se disipe el 50% de la concentracion
inicial de un compuesto

Surfactante catiénico (bromuro de tetradeciltrimetil amonio)
“Termospray” o pulverizacion térmica

Unién europea

Ultra bajo volumen

Unién europea

Ultravioleta

Volumen de poro

B ]
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