Introduccion

La contaminacion de las aguas continentales y subterréneas producida por la presencia de
pesticidas ocasiona un problema medioambiental grave que afecta la salubridad del ambiente.
Los pesticidas se encuentran en e ambiente como consecuencia de diversas actividades agricolas,
pero también es e resultado de los tratamientos fitosanitarios con fines no agricolas como por
gemplo los que se redizan en los campos de golf, en los margenes de las carreteras, en las vias
de los trenes, en los metros, en los aeropuertos, etc. No se ha de descartar € consumo domeéstico
de pedticidas que, bajo formulaciones de hasta € 2.5% del producto puro, se utilizan para

eliminar diversos insectos.

El uso de pesticidas se ha incrementado enormemente durante las 2 Ultimas décadas
representando un problema en la depuracion de las aguas. Los pesticidas mas usados en los
Estados Unidos en € afio de 1993 estén indicados en la tabla 1 [1]. Los herbicidas son €
principal tipo de pesticidas en términos de volimenes usados, siendo atrazina, metalacloro y

alacloro los mas ampliamente empleados en la agricultura.

Pedticida Toneladas Pedticida Toneladas
Atrazina 31.500-33.750  Clorpirifos 4.500-6.750
Metalacloro 27.000-29.250  Clorotaonilo 4.500-6.750
Alacloro 20.250-22.500 Propanilo 3.150-5.400
Bromuro de metilo  13.500-15.750 Dicamba 2.700-4.500
Cianazina 13500-15.750  Terbufos 22.250-3.600
Dicloropropeno 13500-15.750  Bentazona 1.800-3.150
24-D 11.250-13.500 Mancozeb 1.800-3.150
Metam-sodio 11.250-13.500  Paration 1.800-3.150
Triflurain 9.000-11.250  Simazina 1.350-2.700
Glifosato 6.750- 9.000  Butilato 1.350-2.700

Tabla 1. Pesticidas mas utilizados en Estados Unidos
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En Europa es més dificil de estimar la cantidad de pesticidas usados. Una publicacién de
la Comision de la Comunidad Europea [2] sefida que ha habido un cambio total en €l uso de los
pesticidas en Dinamarca, Francia, Gran Bretaia, Grecia, Holanda, Italia, Espafiay Suecia. En la
tabla 2 se indican los pesticidas que se usan en una proporcién superior a las 500 toneladas por
afo, siendo también los herbicidas los mas usados en Europa.

Alacloro 24-DP* MCPP

Atrazina 1,2-dicloropropano Metazacloro
Benazolina 1,3-dicloropropeno M etam-sodio
Bentazona Dimetoato M etabencetiazuron
Carbaril Diurdn * Bromuro de metilo
Carbetamida Fenpropimorf M etalacloro
Cloridazona Glifosato Forato
Clormequat loxinilo Procloraz
Clorotdonilo | soproturén Propiconazola
Clortoluron Mancozeb Propineb

Cloruro de colina Maneb Riretrin

24D * 245T* TCA

Trialato Tridemorf Triflurain

Tabla 2. Pesticidas utilizados por encima de 500 toneladas en |os paises europeos.
* Pedticidas estudiados en este trabajo

En la mayoria de las aplicaciones ambientales se utilizan formulaciones de pesticidas, es
decir, productos que contienen el pesticida en un porcentgje mas o menos elevado conjuntamente
con aditivos y coadyuvantes que facilitan su accion. Los tratamientos fitosanitarios se hacen por
fumigacion desde una avioneta o helicoptero en € caso de tratamientos de areas extensas, o por
fumigacién manual en los tratamientos locales. Una vez aplicado, la concentracion ddl pesticida
ene medio va variando como consecuencia de procesos de dispersion, de volatilizacion, de
degradacion quimica y biolégica y de lixiviacion. La medida con que se producen todos estos
procesos depende en gran manera de las caracteristicas fisico-quimicas de cada compuesto y
también de las propiedades de las aguas y del suelo, asi como de las condiciones ambientales de
la zona y del méodo de aplicacién. Los compuestos més volatiles son eiminados mas
rapidamente del ambiente, especiamente durante € transcurso de la aplicacion. Una vez los
pesticidas se han posado sobre e medio acuético, este potencia de volatilizacién estard en
funcidn de su solubilidad en € agua, definiéndose la ley de Henry como € cociente entre la
presion vapor y la solubilidad del plaguicida en agua, de forma que, una vez disueltos, los
plaguicidas menos solubles son los que se eliminan més fécilmente.
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En quimica ambiental se utiliza € coeficiente octanol-agua (K,,), definido como la
relacion de concentraciones de un compuesto entre @ octanol y el agua, como un indicador del
grado de hidrofobicidad de cada compuesto, que nos advierte de su capacidad paraacumularse en
los organismos vivos y su potencial de absorcion sobre la materia organica de los suelos
(compuestos himicos y fllvicos). Los pesticidas con vaores de K, €evados (superiores a 4)
tienen un potencia de bioacumulacion muy alto, y por tanto, se trata de compuestos que si se
aplican en cantidades elevadas pueden llegar a transferirse a lo largo de las cadenas tréficas. En
cambio, se utiliza €l coeficiente de reparto  (Kp) como indicador del grado de atraccion y
retencion de los pesticidas en la superficie de las particulas del suelo. La retencion depende
béasicamente del tipo de suelo, y afectara a comportamiento del pesticida en e ambiente ya que
una molécula absorbida no es solubilizada en e aguay por tanto deja de ser biodisponible. Esto
tienes dos consecuencias: por una parte se reducen los efectos bioldgicos y por otra disminuye la
probabilidad de biodegradacion, 1o que hace que aumente su persistencia. El término “vida
media” se utiliza para evaluar la persistencia de un pesticida en e ambiente. La vida media (t,)
se define como e tiempo necesario para reducir a la mitad la concentracion de un determinado
compuesto. Suponiendo que la degradacion es un proceso con una cinética de primer orden, se
puede cdcular a partir de la ecuacion:

ty, = In2k N

donde k es la constante de velocidad. La vida media de los pesticidas en €l ambiente oscila entre
pocas horas y diversos dias, pero este valor depende tanto de las propiedades intrinsecas de cada
pesticida como de las condiciones de cada zona'y del tipo de agua.

La capacidad de lixiviacion de los pesticidas viene definida por otro pardmetro de interés
ambiental denominado indice GUS que se expresa como €l cociente entre lavida media 'y € log
Kow. LOS pesticidas més polares y estables tendran una clara tendencia a permanecer en €l agua, y

seglin su concentracion y las caracteristicas del suelo, podrén lixiviar y contaminar |os acuiferos.

En lineas generaes se puede concluir que la estabilidad y comportamiento de |os pesticidas en €l
ambiente viene condicionado por una serie de factores, muchos de elos inter-relacionados, de
manera que no puede definirse un Unico pardmetro como responsable de su destino fina en €
medio ambiente.

Actualmente se utilizan centenares de pesticidas diferentes. La redizacion de un
seguimiento de todos estos compuestos y de sus productos de degradacién es un trabajo largo y
dificil. Sin embargo, la Unidn Europea ha elaborado una lista, [lamada “lista negra’, que incluye
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las 130 sustancias més peligrosas para el medio ambiente [3]. Entre otras familias de compuestos,
hay varios herbicidas fenoxiacidos y fenilureicos que han estado seleccionados segin su
toxicidad, persistencia a ambiente y consumo. Algunos de los pesticidas de esta lista se

presentan en latabla siguiente:

Aldrin Diuron* Monolinurén *
Atrazina Endosulfan Ometoato
Azinfos-etil Endrin Oxidemeton-metil
Azinfos-metil Fenitrotion Paration-etil
Clordane Fention Paration-metil
Coumafés Heptaclor Foxim

DDT Hexaclorbenzeno Propanil
Demeton Linuron * Pirazon
24-DP* Malation Simazina
Diclorvos MCPA 245T*
Dieldrin Mecoprop Triazofos
Dimetoat Metamidof os Triclorfén
Disulfoton Mevinf os Trifluralin

Tabla 3. Pesticidas contenidos en |a lista de los contaminantes méas peligrosos seguin la UE,
directiva 76/464 sobre polucién del medio acuatico. * Pesticidasestudiados en este trabajo

Muchos de los plaguicidas que ocupan los primeros puestos de consumo son fécilmente
detectables. Sin embargo, hay compuestos ampliamente utilizados que no lo son, y por lo tanto,
es dificil establecer s los compuestos no son detectados por su ausencia en € medio o por lafdta

de técnicas para su determinacion.

Por otra parte, en muchos casos |os plaguicidas se presentan comercialmente en formade
mezclas que incluyen compuestos que pertenecen a diferentes familias quimicas. Estos dos
hechos, la posible existencia en una misma muestra de diferentes tipos de plaguicidas y las
deficiencias alin existentes en € andlisis de algunos de sus residuos en diferentes matrices, exige

el desarrollo de nuevos métodos para su andisis.

Actuamente, la Cromatografia de Gases (CG) es e méodo més ampliamente empleado
para el andlisis multiresidual de plaguicidas, siendo la técnica en general capaz de conseguir
l[imites de deteccidén més bajos. Muchos métodos oficiales de andlisis [4] estan basados en esta
técnica y con diferentes detectores, como € de nitrégeno y fésforo (NPD), de captura de
electrones (ECD), de ionizacion de llama (FID) o de espectrometria de masas (EM).
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Sin embargo, los andisis de compuestos de ato peso molecular, polares o térmicamente
labiles presentan grandes dificultades o son practicamente imposibles de analizar mediante CG.
Este hecho ha provocado que € andlisis mediante Cromatografia Liquida de Alta Resolucion
(HPLC) hayaido ganando terreno en € andisis de este tipo de compuestos. Esta técnica presenta
también la ventgja adiciona de permitir derivatizaciones pre y post-columna de los anditos con
problemas de deteccion. Los detectores més utilizados en HPLC son los ultravioleta de longitud
de ondafija(UV) y variable (detector de diodos de fila, DAD), aunque cada vez es mas habitual
la deteccion por Espectrometria de Masas (EM),

Aunque la Cromatografia de Gases y Cromatografia Liquida de Alta Resolucion son las
dos técnicas fundamentales en & andisis de plaguicidas, en los Ultimos afios se ha desarrollado
con fuerza una técnica alternativa denominada Electroforesis Capilar, y en la cual se basa la parte
experimental de este trabgjo.

La Electroforesis Capilar (EC) es una técnica analitica moderna basada en e transporte
iénico, bajo la accion de un campo eléctrico y a través de un disolvente que se encuentra en €l
interior de una columna capilar. Su elevada capacidad analitica no fue demostrada hasta € afio
1981, afio en @ cua Jorgenson y Lukacs [5] describieron de forma sencilla la teoria de la
dispersién en EC y demostraron por primeravez €l gran potencia de separacion de esta técnica,
utilizando voltajes elevados en capilares de 75?m de diametro interno. A finales de los 80
comenzaron a aparecer |os instrumentos comerciales y a partir de este momento tuvo lugar un
auténtico boom de la EC, que se confirma por € creciente aumento del nimero de publicaciones,
congresos cientificos, aparatos comerciales y metodologias de separacion relacionadas con esta
técnica

Las primeras y principales aplicaciones de la EC se encuentran en la separacion de
proteinas, péptidos y secuencias de DNA. Sin embargo, cada vez se ha utilizado mas en otros
campos como es e medioambiental [6]. En este sentido, se ha demostrado que la EC es una
técnica complementaria a las técnicas habituales de andlisis para la separacion y determinacion
de especies quimicas nocivas para el medio ambiente, aplicandose las diferentes modalidades de

EC en € andlisis de contaminantes tanto organicos como inorganicos [7].

Las dos modalidades bésicas de trabajo de la EC son la Electroforesis Capilar en Zona
(CZE) y laElectroforesis Capilar en Fase Micelar (MECC). En CZE la separacion es debida alas
diferentes movilidades de los analitos bgjo la accion de un campo eléctrico, mientras que en

MECC también interviene la interaccion de los anaitos con las micelas en una especie de
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proceso cromatogréfico. La técnica MECC fue desarrollada por Terabe [8] en 1985 y significo la

posibilidad de separar compuestos neutros mediante EC.

Esta modalidad de EC es la que se ha utilizado en la presente tesis, ya que nos da la posibilidad
de separar analitos neutros y anionicos conjuntamente. Los compuestos neutros estudiados en la
tesis fueron herbicidas de lafamilia de las fenilureas y los aniénicos herbicidas fenoxiécidos. Se
eligieron estos tipos de herbicidas porque son dos de las familias de herbicidas més utilizadas en
la agricultura [9], por su problematica medioambiental (tabla 3), porque las mezclas de estos
tipos de compuestos son comunes en formulaciones comerciales [10], y porque actualmente no
existe ninguna técnica analitica capaz de determinar conjuntamente y de una formargpida, smple

y efectiva estos dos tipos de compuestos.

La determinacion de estos herbicidas se viene realizando principamente mediante
cromatografia de gases [11]. Sin embargo, € problema de la inestabilidad térmica de las
fenilureas y la baja presion de vapor de los fenoxiécidos provoca necesariamente el empleo de la
derivatizacion de las muestras. El andlisis resulta més ssimple mediante la cromatografia liquida
de dta resolucion utilizando columnas de fase reversa, y en @ caso de los compuestos
fenoxiacidos acidificando también los e uyentes [12]. Pero en ninguno de |os dos casos es posible

separar 1os dos tipos de compuestos en un mismo cromatograma.

De estas ideas preliminares surgio e planteamiento de la tesis, que consiste
fundamentalmente en € desarrollo y optimizacion de la modalidad de EC denominada MECC, y
en e estudio de su viabilidad para su utilizacion como técnica instrumental en e andlisis de

plaguicidas y de sus productos de degradacién.

Lamemoriaestadividida en 5 capitulos:

En el capitulo 1° se redliza una introduccion de la técnica CZE, estudidndose
fundamentos tedricos de separacion y deteccion y su instrumentacion. Finalmente se realiza un
pequefio estudio experimental de separacion de varios herbicidas fenoxiacidos. Con ello se
obtiene una base tedricay experimental sobre la Electroforesis Capilar necesaria para el capitulo

2°, end cua seprofundizaen € andlisis mediante MECC.

En este capitulo se estudian las bases tedricas de esta técnicay se aplica en laresolucion
de una mezcla de herbicidas fenoxiécidos y fenilureicos. El estudio de la técnica MECC se
completa en e capitulo 3°, donde se optimiza la separacion de la mezcla de los herbicidas
adicionando a la disolucion de trabajo diferentes alcoholes aliféticos. Se discuten las variaciones
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experimentales observadas y se desarrolla un modelo tedrico que explica estas variaciones. En
este model o entran en juego factores como las caracteristicas fisico-quimicas de las micelas y sus
variaciones cuando estan en contacto con acoholes lineales.

End capitulo 4° intentamos superar una de las mayores limitaciones de la Electroforesis
Capilar que es la fata de sensibilidad. Para ello se desarrollan sistemas de pre-concentracion de
la muestra on-line, basados en la inyeccién de grandes volumenes de muestra y la posterior
eliminacion de parte la matriz que contiene esta muestra, y sistemas de pre-concentracion off-line
mediante columnas de extraccion en fase sdlida de carbono grafitizado. Con estos dos
procedimientos de concentracion se consigue llegar alas sensibilidades necesarias para utilizar €

sissema MECC en d andlisis de pesticidas de muestras medioambiental es.

Toda lainformacién obtenida en los capitul os anteriores es aplicada en € capitulo 5° en
un estudio de degradacion de varios herbicidas fenoxiacidos y fenilureicos. Para ello se tiene en
cuenta diversas vias de degradacion como son la fotodegradacion o la hidrdlisis, y diferentes
condiciones ambientales. Este trabgjo proporciona datos relevantes que ayudan a comprender
mejor los mecanismos de degradacion de los herbicidas estudiados. cinéticas de reaccion y
constantes de velocidad de degradacién, productos de derivados de la fotodegradacion y la
hidrdlisis, etc.
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