Capitulo V: Estudio de degradacion

1. INTRODUCCION

1.1. PROCESOSDE DEGRADACION

Una vez dispersados en e medio, los plaguicidas sufren alteraciones en su estructura
debido a procesos tanto abiéticos como bidticos. Los procesos de transformacion dependen, entre
otros factores, del “ compartimento” medioambiental en el cual los compuestos son dispersados y
transportados. Los plaguicidas pueden permanecer en cualquiera de los tres “compartimentos’:
aire, tierra'y agua, y su distribucion depende de sus propiedades fisico-quimicas. Conociendo la
presion de vapor, solubilidad en agua, absorcion y desorcion, se puede predecir donde se

encontrardn con mayor probabilidad.

Los procesos de transformacion estan influidos por distintos factores como la
temperatura, la intensidad y duracion de la luz solar, € pH o la composicion del agua. En
principio, y bajo condiciones favorables, la degradacion tiene lugar hasta la mineralizacion
completa del pesticida, dando como productos finales CO,, H,O, NH,", NO;, SO, etc,,
dependiendo de cada pesticida en particular. Pero en muchas ocasiones, esta transformacion total
no ocurre, y € pesticida es degradado a otros productos cuya toxicidad, movilidad y efectos sobre
el medio son précticamente desconocidos, aunque en muchos casos se trata de compuestos més

toxicos y persistentes que los productos de partida.

Por lo tanto, es necesario llevar a cabo estudios de laboratorio sobre la degradacion de
pesticidas en € medio ambiente, para obtener informacion sobre sus principaes vias de
transformacion en condiciones naturales, asi como estudios para determinar la toxicidad de los
productos de transformacion.

En sistemas acuosos |0s procesos abi6ticos de degradacion principaes son la degradacion
quimicay lafotodegradacion.

L as reacciones de degradacion quimica més importantes son las de hidrélisis, que puede
tener lugar en condiciones tanto &cidas como basicas. Los organofosforados, carbamatos,
triazinas y hidrocarburos clorados se degradan mediante este tipo de reacciones, que pueden ser
aceleradas por la presencia de minerales o de 6xidos metdicos [1]. En cambio, la adsorcion de
los pesticidas en la materia orgénica, puede llegar aimpedir su degradacion [2]. En la mayoria de
los casos son digtintos los mecanismos que contribuyen a proceso de degradacion [3], que
presenta una fuerte dependencia con e pH. Dado que € pH en aguas naturales oscilaentre 5y 9,
la hidrdlisis es un proceso de menor importancia en aguas superficiales, aunque puede ser una
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importante via de degradacion de pesticidas en aguas subterraneas, donde la fotodegradacion

préacticamente no tiene lugar.

Con respecto a la fotodegradacion podemos considerar dos efectos diferentes: lafotdlisis
directay lafotdlisisindirecta

La fotdlisis directa comprende la absorcion directa de laluz por e plaguicida seguido de
la reaccion quimica correspondiente, sin ninguna colaboracion de otras sustancias quimicas. Este
proceso viene condicionado por variables ambientales como la radiacion solar en la superficie del
agua o su transmision a través del agua, y por factores intrinsecos de la sustancia como son la
velocidad de absorcion de la luz y d rendimiento cuantico de la reaccién fotoquimica [4]. El
rendimiento cuantico viene dado por la relacion entre e nimero de moléculas que reaccionany €
numero de fotones absorbidos, y es un parametro muy Util para conocer laimportancia relativa de
la fotolisis directa bgjo unas condiciones ambientales determinadas y donde otros procesos de
degradacion como la hidrdlisis pueden competir.

En los procesos de fotélisis indirecta, la energia de la luz es absorbida por otros
constituyentes del aguay es o bien transmitida a un plaguicida cercano o permite la formacién de
especies reactivas como radicales hidroxilo, que reaccionan con € plaguicida y lo transforman.
Los procesos de degradacion bago fotdliss indirecta tienen una gran importancia en la
transformacion total del compuesto [5]. Especies orgénicas como los acidos himicosy fulvicos e
inorganicas como nitratos y nitritos pueden acelerar considerablemente la fotodegradacion del
pesticida [6-9], pero también se ha observado € efecto contrario utilizando agua de mar o

determinados compuestos organicos [10,11].

Existen numerosos estudios de fotodegradacién realizados en condiciones de laboratorio y
utilizando diferentes tipos de plaguicidas: carbamatos [12-14], triazinas [10,12,15],
organofosforados [10,12,16], fenilureas [10,12,17], etc.

Las principales discrepancias en datos sobre fotélisis de pesticidas (tiempo de vida
media, constante de velocidad, etc.) provienen de la diversidad en los sistemas acuosos y las

fuentes de irradiacion utilizadas (luz solar, lampara de arco de xen6n 6 |lampara de mercurio).

La velocidad de fotdlisis y la distribucion de los fotoproductos son dependientes de la
intensidad y distribucion de la longitud de onda de la luz usada. En nuestro caso se utilizd una
l&mpara de arco de xendn (Xn) ya gque proporciona longitudes de onda cercanas alas del espectro
de la luz solar, y tedricamente pueden originarse productos de degradacion similares a los
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obtenidos mediante irradiacion solar. Las velocidades de fotdlisis con |amparas artificiales
siempre son mayores que las obtenidas utilizando luz solar, tal y como se ha comprobado tanto
en este trabgjo como en trabajos anteriores [18-20]. En la grafica 1 se muestra € espectro solar
medido en Almeria (37° latitud norte) durante € verano con un espectroradiometro OMAII
multicand [21], y € espectro proporcionado por laldmpara de Xn.

Gréfica 1. Comparacion del espectro deirradiacion de a) lampara de
arco de Xn, y b) luz solar medida en Almeria entre 286 y 400 nm.

Generamente, los estudios de fotodegradacion se realizan con atas concentraciones de
pesticidas (entre 0,2 y 1 ppm) con € fin de identificar la mayor cantidad posible de productos de
degradacion. Sin embargo, las atas concentraciones pueden ser responsables de la formacion de
dimeros fotoquimicamente inducidos. Ademés, a utilizar atas concentraciones también se tienen
gue adicionar disolventes organicos como € acetonitrilo y € metanol para incrementar la
solubilidad del pesticida en agua (generamente entre un 2% y un 5%), lo cua puede variar €
comportamiento del pegticida con respecto a un medio acuoso natural. Para evitar estos dos
problemas, los estudios realizados en este trabgjo se hicieron a partir de disoluciones de 50 ppb,
concentraciones cercanas a los niveles ambientales, y que nos aproximan con bastante exactitud a

|as condiciones ambientales redes.
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1.2. CINETICA DE DEGRADACION. ECUACION DE VELOCIDAD

Las reacciones de degradacion de los pesticidas en aguas naturales pueden seguir
cinéticas de distintos ordenes. Pero, de forma general, se pueden describir como reaccoines de
primer orden. En estos casos, la representacion grafica del logaritmo de las concentraciones en
funcion del tiempo da una recta, cuya pendiente se puede relacionar con la constante de
degradacion (k) y ésta, con € tiempo de vida media (t1,,) que indica la estabilidad del compuesto
através del tiempo, segun las ecuaciones [22,23]:

-(IN[C,] -IN[C]) = kt @
y
t;;, = 0.693/k @

En suelos y acuiferos, los pesticidas pueden reaccionar quimicamente. En presencia de
agua u oxigeno, se pueden hidrolizar, oxidar o formar isdbmeros. Pero ademas, en aguas
superficiaes esta degradacion puede ser acel erada mediante la fotélisis.

L as reacciones de fotdlisis que tienen interés en & medio ambiente son las producidas por
la radiacion solar, y para que ello ocurra es necesario que €l compuesto quimico absorba la

longitud de onda de la radiacion solar, por encima de 290 nm.

La velocidad de fotéliss es funcion de los fotones absorbidos de una determinada
longitud de onda [4], y esta dada por la ecuacion:

?? = Ia??? (3)

donde;

- lpeslaintensidad de luz absorbida por € sistema en una determinada longitud de onda.

- ?,esd rendimiento cuantico de la reaccion fotoquimica.

La intensidad de luz absorbida depende del coeficiente de absortividad molar (?) y dela

concentracion del compuesto quimico [C:

Lo = lo» (1-107 1 @)
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donde | es la distancia recorrida por la radiacion en la columna de agua para acanzar €
compuesto quimico y |,» es laintensidad de luz incidente. Por tanto, la velocidad de fotolisis en

funcién de lalongitud de onda ? viene dada por:

? = 1, (1-101")2, ®

La velocidad total de fotélisis directa se obtiene integrando en € intervalo de ? en el cual

absorbe € compuesto quimico:

d[C]/dt = 2k-[C] (6)

En aguas naturales, ademés de la reaccion de fotdlisis, se llevan a cabo fotodegradaciones
sensibilizadas debido a la presencia de compuestos o iones naturales, tales como nitratos, nitritos,
acidos humicos, etc., que aceleran la degradacion del compuesto. Por esta razon la determinacion
de la velocidad de fotdlisis directa de un compuesto se suele redlizar en agua desionizada, tal
como se hizo en e presente trabajo.

En las fotodegradaciones con luz solar, la comparacion del tiempo de vida media con otros
valores indicados en la literatura se debe hacer con cautela, ya que, como hemos comentado,
varia con la estacion del afio, la hora, la latitud, etc. En las fotodegradaciones con l[ampara de
xendn, la comparacion de los tiempos de vida media se puede hacer mas facilmente y de una
manera estandarizada.
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1.3 TECNICASANALITICAS

Las técnicas analiticas més utilizadas en estudios de degradacion son la GC [24,29] vy
HPLC [26,27]. Ambas técnicas han sido usadas tanto para redlizar estudios cinéticos de
degradacion como para identificar los productos de degradacion.

Utilizando la Electroforesis Capilar existen pocas referencias bibliogréficas relacionadas
con estudios de degradacion de plaguicidas [28] debido, probablemente, a que es una técnica
relativamente nueva'y a que su sensibilidad no es tan buena como la obtenida mediante GC. Las
ventgjas con respecto a HPLC y GC ya se discutieron en € capitulo 2, donde también se
demostro la viabilidad de MECC para e andlisis de herbicidas fenoxiacidos y fenilureicos. En €
capitulo 4 se dio una sducién a la falta de sensibilidad de MECC, y se demostré que utilizando
columnas de extraccion en fase sdlida (SPE) de tipo Carbopack se podian obtener limites de
deteccion inferiores a 0.1 ppb. Todos estos resultados nos sugieren que € sistema MECC-SPE
puede ser utilizado en el estudio de degradacion de herbicidas fenoxiécidos y fenilureicos que se
pretende redizar.

Otro problema importante en € planteamiento del estudio es la deteccidn de los productos
de degradacion. Por una parte, se desconoce s con las técnicas andliticas y con las condiciones
experimentales utilizadas se podrén detectar los principales productos de degradacion de los
herbicidas estudiados. Por otra parte, no se posee el sistema de deteccion adecuado como para
poder deducir la composicion de los productos de degradaci én detectados. Para €llo se necesitaria
un espectrometro de masas acoplado al aparato de electroforesis capilar.

Teniendo en cuenta estas dos limitaciones en la instrumentacion analitica utilizada, €
estudio se planted presuponiendo los posibles productos de degradacion, adaptando € sistema
analitico a estos compuestos, y confirmando su presencia mediante los correspondientes patrones.

Los compuestos principales derivados de la degradacion de los herbicidas que se estan
utilizando son los resultantes de su decloracion, hidroxilacion o de la rotura de la molécula
formando anilinas en e caso de las fenilureas 6 fenoles en € caso de los fenoxiécidos
[10,12,28,36,37,40]. La eleccién de los productos de degradacion que se pretenden detectar en e
estudio se realizd teniendo en cuenta estas vias de degradacion, y son los siguientes:

24-diclorofenol (derivedo del 2,4-DP).
- 245 triclorofenol (derivado dd 2,4,5-T).
- 4-cloronilina (derivado del Monolinurén).
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- 34-dicloroanilina (derivado del Diurdn).
- Fenuron (derivado del Diuron).
- Monuron (derivado del Diurdn).

Para otros compuestos, como |os resultantes de la decloracion del monolinurén, 2,4-DP 6
2,45T, podemos suponer su presencia pero no confirmarla debido a la falta de patrones de

referencia

El desarrollo de los métodos de andisis para estos compuestos se describe en € gpartado
2.2,y confirman laviabilidad del sistema de andisis utilizado para su deteccidn y cuantificacion.
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14 ESTUDIO DE TOXICIDAD

Uno de los factores mas importantes para evaluar la capacidad contaminante de un
compuesto es su degradabilidad. Desde € punto de vista de proteccion de aguas naturales, es
importante que los pesticidas se degraden deforma pida y cuantitativa. En la mayoria de los
casos, las reacciones de degradacion transforman |os pesticidas en otros compuestos de menor
toxicidad, aunque en otros casos, 1os productos de degradacion son tanto 0 mas toxicos que los
propios pesticidas. Por otra parte, l1os compuestos quimicos se presentan normalmente en
medio ambiente como mezclas de composicion desconocida, de forma que sus efectos toxicos
pueden ser aditivos, antagonisticos 0 sinergisticos

Para evaluar la toxicidad de una muestra existen dos tipos de metodol ogias principaes: las
relaciones cuantitativas estructura — toxicidad (QSTR) y los biocensayos [29].

Las técnicas QSTR son métodos que, utilizando ecuaciones matematicas, predicen la
toxicidad de compuestos basandose en variables estructurales.

L os bioensayos son técnicas de laboratorio para evaluar experimentalmente la toxicidad de
una muestra, determinando la respuesta bioldgica de organismos de prueba expuestos a €lla.
Cuando los organismos de prueba son peces o mamiferos, la duracion y la complegidad
experimental hace préacticamente imposible la evaluacion de un elevado nimero de compuestos
en un tiempo y a un costo razonables. Por gemplo, para un test de toxicidad acudtica con peces
se precisan un minimo de 50 individuos de la misma especie, edad y tamarfio, criados bgjo las
mismas condiciones, en 10 acuarios distintos, con un volumen de agua suficiente y € test tiene

una duraciéon minima de 96 horas.

Por este motivo, se han desarrollado tests de toxicidad utilizando microorganismos, en los
gue se puede valorar la respuesta de una poblacion numerosa de bacterias (millones) de forma
rapida (30 minutos), sencilla'y de bgjo coste. Uno de los nés utilizados es €l analizador de
toxicidad Microtox que utiliza como organismo de prueba una bacteria marina luminiscente y no
patégena de la especie Photobacterium Phosphoreum. Estas bacterias emiten luz como
mecanismo de liberacion de energia en € curso de su metabolismo normal. La intensidad de luz
emitida es, por tanto, una medida de la actividad metabdlica de las bacterias. Cuando se exponen
a una muestra téxica, la emision de luz disminuye de forma proporciona a la toxicidad de la
muestra.
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El bioensayo Microtox estd siendo usado intensivamente por diferentes sectores
industriales para determinar la conveniencia del vertido directo de aguas residuales o residuos
solidos, o la eficiencia del tratamiento de sus residuos. Ademas de estas determinaciones directas
de toxicidad de efluentes, también se ha utilizado en la deteccion de focos de contaminacion, en
operaciones de vigilancia de cuencas hidrogréficas y en e examen de aguas subterraneas
potencialmente contaminadas. Por otra parte, ha sido recomendado por distintos organismos

oficiales para evaluar la toxicidad de compuestos quimicos, aguas residuaes o residuos solidos.

En los Ultimos afios, han aparecido publicaciones en las que se utilizaba esta técnica para
evaluar latoxicidad de distintos pesticidas [30-37] y para determinar interacciones cruzadas [38].

En este contexto, en € presente estudio se han realizado una serie de ensayos Microtox

paraevaluar latoxicidad de los pesticidas estudiados, tanto de formaindividual como en mezclas,

y la de sus productos de degradacion.

223



Capitulo V: Estudio de degradacion

15 OBJETIVOS

Los objetivos principales del presente trabajo son los siguientes:

La aplicacion de la técnica de andlisis MECC y las columnas de extraccion en fase solida
“Carbopack” a estudios de degradacion de herbicidas fenoxiacidos y fenilureicos.

El estudio de la cinética de degradacion de estos herbicidas bgjo diversas condiciones
ambientales.

Laidentificacién de los principales productos de degradacion.

La evaluaciéon del nivel de toxicidad tanto del herbicida origina como de sus productos de

degradacion.
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2. CONDICIONES EXPERIMENTALES

2.1. DISENO DE EXPERIMENTOS

Tal y como se ha explicado, la degradacion de los plaguicidas en medios acuosos viene
condicionada por una serie de fenébmenos de origen fisico, quimico y bioldgico, como son las

reacciones de hidrolisis, redox, fotdlisis, degradacion microbiana, la volatilizacion o la absorcion.

En € estudio redlizado se han tenido en cuenta dos vias de degradacion: la
fotodegradacion y la degradacion debida a la hidrélisis, disefiandose en € laboratorio una serie de

experimentos que pueden smular las condiciones ambientales reales.

Con respecto a la fotodegradacion se reaizaron experimentos utilizando luz solar y luz
artificial. Otro factor que influye en los procesos de fotdlisis, ademas de la luz aplicada, es la
presencia de compuestos fotosensibilizadores naturales o artificiales en e medio acuoso donde
estén disudltos los plaguicidas, tal como complgjos de Fe*, complejos de Cu*?, &cidos himicos,
etc. [6,7]. Estos compuestos suelen catalizar € proceso de fotdlisis disminuyendo € tiempo de
vida media. Para comprobar la influencia de este tipo de compuestos, los experimentos de

fotodegradacion se realizaron utilizando tanto agua potable como agua desioni zada.

Con laluz solar, los tiempos de vida media de degradacion de un compuesto pueden ser
muy diferentes cuando se determinan en estaciones, dias, u horas distintas, por gemplo invierno
vs verano, dias nublados vs dias soleados, al mediodia o por la mafiana. También resulta dificil y
complegjo comparar los resultados de fotodegradaciones ambientales con luz solar en diferentes
latitudes. En cambio los resultados con radiacion artificial son muy reproducibles, y los tiempos
de vida media obtenidos son menores que bajo la accion de la luz solar, ya que la radiacion
incidente sobre e recipiente de fotodegradacion es constante. Los equipos disefiados para las
fotodegradaciones no permiten la pérdida ck radiacidn, tal como e aparato Suntest que tiene un
filtro de borosilicato que emite una radiacién constante por encima de 286 nm, y cuyas paredes
interiores son |l&minas metdlicas brillantes que enfocan la radiacion hacia € recipiente de
reaccion [39]. El tiempo de vida media obtenido con la l&mpara de xenén, a una potencia de
radiacion fijada por € usuario, se puede convertir mediante una operacion matemética en €
tiempo de vida media equivaente con laradiacion solar [40].

Con respecto a los experimentos destinados a provocar la hidrélisis de los herbicidas se
realizaron diversos ensayos, utilizando agua desionizada y agua potable, y con diferentes valores
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de pH para acelerar € proceso de hidrdlisis. Estas muestras se mantuvieron en la oscuridad con €

fin de evitar posibles degradaciones por procesos de fotdliss.

L os herbicidas estudiados en todos |os casos fueron Diurén, Monolinurén, 24-DPy 2,4,5-T.

2.1.1. Fotdlisis artificial.

En un matraz aforado de 2 | se afiadieron 2 ml de una disolucién de 50 ppm de uno de los
herbicidas en metanol. Se completd el matraz con agua desionizada o potable, consiguiendo una
disolucion de 50 ppb de cada uno de los cuatro herbicidas utilizados. El porcentgje de metanol en

esta disolucion fue de un 0.2%.

De esta disolucion se separaron 200 ml para redlizar un andisis inicid y 100 ml para
realizar la prueba de toxicidad. El resto se paso a un balén de cuarzo (transparente a la radiacion
ultravioleta), se mantuvo en irradiacion con una lampara de xendn y se fueron tomando muestras
de 200 ml durante diferentes periodos de tiempo. La muestra de 200 ml se concentré mediante
una columna Carbopack B hasta un volumen final de 1 ml y una concentracién tedrica de 10

ppm. A continuacion se analiz6 mediante MECC.

En total se tomaron 8 muestras de 200 ml durante un periodo de tiempo entre 20 y 40
horas, dependiendo de la velocidad de degradacion del herbicida. Todas las muestras se
analizaron conjuntamente y €l estudio de degradacion se realizo por duplicado. Se cacularon las
correspondientes rectas de calibracion de los herbicidas (tabla 1) entre 1ppm y 12 ppm, y se

calcularon los limites de deteccién para todo € procedimiento andlitico utilizado, obteniéndose

vaoresentre 2y 5 ppb.
ecuacion delarecta re
24-DP y = -6.7+232.1x 0.9998
245T y = 98.2+421.6x 0.9999
Monolinuron y = 292.4+412.1x 0.9989
Diurén y = 906.6+877.1x 0.9993

Tabla 1. Ecuacionesde las rectas y valores de | os coeficientes de
regresion (r°) delos compuestos estudiados.

Antes de comenzar € estudio se realizaron ensayos previos de fotodegradacién con una
disolucién de 10 ppm de los 4 herbicidas juntos. Estos resultados nos aproximaron el porcentaje
de degradacion de cada herbicida segun e tiempo de exposicion alaldmpara de Xn, dandonos la
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informacion necesaria para planificar la duracion de los experimentos y |os interval os de tiempo

en los cudesredizar latoma de la muestra.

En los experimentos se usd agua desionizada (Milli-Q) y agua potable procedente de un
pozo situado en e CID-CSIC. La composicion de esta agua, segun andisis redlizados por los
laboratorios de la depuradora de Aguas de Barcelona, es la siguiente:

Andlisis Resultado
pH 6,8
Nitratos 75 ppm
Sulfatos 387 ppm
Cloruros 183 ppm

Cdcio 254 ppm
Magnesio 88 ppm

Conductividad 2.020 ?S/cm

Tabla 2. Composicién del agua potable utilizada en |os experimentos.

Las irradiaciones se realizaron con la luz solar y con € aparato Suntest de Heraus
(Hanau, Alemania) equipado con una lampara de arco de xendn. El aparato Suntest tiene filtros
opticos no degradantes, instalados entre la fuente de luz y la superficie de la muestra,
garantizando una radiacion continua y constante en € intervalo de 300 a 800 nm durante 1500
horas [39]. El usuario tiene la opcion de gustar |a potencia de la lampara de xenon entre 400 y
765 W/nt en € intervalo de 300 a 800 nm. En este trabgjo la potencia se gjustd a 550 W/nT,
cuyo valor esta por debgo de la potencia promedio anua de la radiacion solar que llega a la
superficie de latierra (636 W/nT).

2.1.2. Fotodlisissolar.

El disefio de los experimentos fue similar al descrito en la fotodegradacion con lampara
de Xn. En este caso la disolucién que contenia los herbicidas se mantuvo durante dos meses
(Mayo y Junio) en la terraza de la Escuela de Ingenieros Industriales, tomandose muestras
semanalmente. Durante este tiempo las condiciones ambientales fueron muy diversas.

En este caso no se pudieron utilizar balones de cuarzo.
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2.1.3. Hidralisis.

Las condiciones experimentales fueron similares a los anteriores. Se realizaron ensayos
con agua potable, agua destilada y con vaores de pH de 5, 7 y 9 para acdlerar € proceso de
hidrdlisis. Las disoluciones de los herbicidas, de 50 ppb de concentracién, fueron mantenidas
durante 6 meses en un lugar oscuro para evitar lafotélisis y se tomaron muestras mensua mente.

2.1.4. Toxicidad

Los experimentos se realizaron con dstintas muestras de los cuatro herbicidas y de sus

productos de degradacion, tanto en forma individual o como mezclas (ver Tabla ).

N° de muestra Herbicida
1 Monolinuron
2 Diuron
3 24-DP
4 245T
5 Monolinuron + Diuron
6 24-DP+245T
7 Monolinuron (fotodegradado)
8 Diuron (fotodegradado)
9 24-DP (fotodegradado)
10 245 T (fotodegradado)
11 Monolinuron + Diuron (hidrolizado)

Tabla 3. Muestras analizadas en € estudio de toxicidad.

Las muedtras iniciales (de la 1 a la 6) son las mismas disoluciones utilizadas fara los
experimentos de degradacion. La concentracién de herbicida en cada una es de 50 ppb en agua
desionizada. El porcentgje de metanol es del 0.2% en las individuales, y del 0.4% en las mezclas
binarias.

L as muestras fotodegradadas, cuya concentracion inicia fue de 50 ppb, fueron irradiadas
con la lampara de Xn durante distintos tiempos, obtuviéndose degradaciones précticamente
cuantitativas:
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Muestra Tiempo dedegradacion % degradacion

(horas)
7 26 95
8 18 100
9 28 9
10 28 9%

Tabla 4. Porcentaje de herbicida degradado y tiempo expuesto a la lampara de Xn
de las muestras fotodegradadas utilizadas en el estudio de toxicidad.

La muestra destinada a estudio de hidrdlisis (11), de concentracion inicia de cada
herbicida de 50 ppb en agua destilada, se gjusté a pH=7, y se mantuvo durante 6 meses en un
lugar oscuro para evitar la fotdlisis. El pocentgje de herbicida hidrolizado fue del 91% para €

Monolinuron, y del 42% para el Diuron.

La toxicidad de cada una de estas muestras se analizd mediante el test Microtox. Los
andlisis fueron realizados con € sistema MICROTOX (modelo 500) de Microbics Corporation
(Carlshad, CA, USA) en la Escuela Politécnica Superior de la Universitat de Girona

Las bacterias se suministran en forma liofilizada y se reconstituyen por re-hidratacién con
agua pura para preparar una suspension de bacterias que se mantiene a 5°C. Se toman 5 alicuotas
de esta suspension para preparar 5 viaes con igua cantidad de bacterias. Estos vides se
mantienen a 15°C. Su emision de luz s determina antes y después de la adicién a cada uno de
ellos de mismo volumen de muestra en 5 concentraciones distintas (entre el 5y e 45% de la
concentracion inicial). Las lecturas de luz se efectiian alos 5, 15 y 30 minutos. A partir de laluz
emitida, se cdculalafuncion GAMMA (?) para cada muestra. Esta funcion eslarelacion entre la
intensidad de luz perdiday la de laluz remanente y, en una escala logaritmica, sigue unarelacion
lineal con la concentracion de la muestra. La toxicidad se expresa como la concentracion de
muestra que reduce la intensidad de luz en un 50%, lo que equivale a ? = 1. Esta concentracion

se denomina concentracion efectiva (EC50) y depende de la temperatura, € tiempo de exposicion

y la naturaleza quimica de los contaminantes en la muestra. Normalmente, la EC50 se expresa
acompafiada del tiempo de exposicion, puesto que € ensayo se realiza sempre a 15°C.

En e caso de aguas naturales, puede resultar que latoxicidad no se manifieste debido ala
dilucion de los contaminantes. AUn en estos casos € ensayo Microtox puede utilizarse como
ensayo comparativo de latoxicidad de varias muestras, utilizando € valor GAMMA en lugar de
la EC50, siempre que las distintas respuestas hayan sido determinadas en soluciones de la

muestra de idéntica concentracion [41].
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2.2.

CONDICIONESDE ANALISIS

2.2.1. Concentracion de la muestra.

Para concentrar las muestras antes de ser anaizadas se utilizaron las columnas de carbdn

grafitizado “Carbopack B” descritas en € capitulo anterior. El procedimiento experimental

empleado es € siguiente:

a)

b)

f)
)

Acondicionamiento de la columna mediante 5 ml de CH,Cl,—H,0O 80:20 + 2 ml de
CH;OH + 5 ml de HCl pH=2.

Concentracion de 200 ml de muestra de una concentracion inicial de 50 ppb. Este
volumen de muestra es forzado a pasar a través de la columna con un flujo de 20
ml/min. por medio de una bomba de vacio.

Limpieza de la columna afiadiendo 7 ml de agua desionizada.

Secado de la columna centrifugandola durante 5 minutos a 2.000 r.p.m. y pasando
nitrégeno atraveés de ella durante 2 minutos.

Elucién de los analitos mediante 2 ml de CH,Cl,—CH;OH 60:40 + 0.016M de KOH. El
eluyente pasa a través de la columna por su propia fuerza gravitatoria, sin utilizar la
bomba de vacio.

Evaporacion a sequedad del eluyente a través de una corriente de nitrégeno a 35°C.
Redisolucion del residuo adicionando 1ml de una disolucion 0.05M de SDS y
obteniendo una concentracion final de 10 ppm. La mezcla resultante se mantiene
durante 5 minutos en un bafio de ultrasonidos para asegurar su total redisolucion.

Con estas condiciones experimentales también se consiguieron buenos rendimientos

(superiores d 90%) en la extraccién de los clorofenoles y las anilinas estudiadas. Estos resultados

son similares a los obtenidos por Di Corcia et a. en estudios de extraccion de fenoles [42] y

anilinas [43] con columnas Carbopack B.

2.2.2. Andlissmediante MECC.

Las condiciones analiticas que permitieron la deteccion de los dos herbicidas fenoxiacidos

con sus fenoles correspondientes, y la deteccion de los dos herbicidas fenilureicos con sus

respectivas anilinas, fueron las siguientes:

Fuerzaionica: 0.02M.
Concentracion de surfactante: 0.05M.
Disolvente organico: 4% de butanol.
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- Longitud de onda: 210 nm.

El resto de las condiciones experimentales son las descritas en € apartado 1.3. del capitulo 2.

En lafigura 1 se muestra un eectroferograma con los picos de los ocho compuestos analizados.
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Figura 1 electroferograma correspondiente a una disolucion de 10ppm de Diurdn (1), 3,4-
dicloroanilina (2), Monolinurén (3), 3,4-diclorofenol (4), 4-clorofenol (5), 4-cloroanilina (6),
2,45-T (7) y 2,4-DP (8), utilizando una concentracion de surfactante (SDS) de 0.05M, una
fuerzaiénica de 0.02M y adicionando un 4% de Butanol.
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3. RESULTADOSEXPERIMENTALES

3.1. FOTODEGRADACION DE LASFENILUREAS

3.1.1. Cinética de degradacion.

Los experimentos se realizaron con los herbicidas Diur6n y Monolinurén y utilizando
tanto agua desionizada como agua potable. Cada uno de estos experimentos se realizo por
duplicado, inyectdndose una disolucion patron cada dos muestras analizadas. La repetibilidad de
estos patrones durante todos los experimentos realizados (4 experimentos para cada herbicida)

fueron las siguientes:

producto t. elucion area
Monolinurén 1.6% 1.8%
Diurdn 1.7% 2.0%

Tabla5. Precision del método de analisis MECC.

Tal y como se observa en esta tabla, las desviaciones estandar tanto de las areas como de
los tiempos son dtos s |os comparamos con valores de estudios similares y utilizando técnicas
cromatogréficas como € HPLC o GC M4], pero son aceptables s las comparamos con la

precision normal que se obtiene con la técnica MECC.

En las gréficas 2 y 3 se representan las cinéticas de degradacion de los dos herbicidas

utilizando la ldmpara de Xn 'y agua desionizada.
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Gréfica 2. Porcentaje de Diuron degradado mediante fotolisis
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100% T
c
0
Q
o
[o))
()
©

0% t t t t t t t t i

0 200 400 600 800 1000 1200 1400 1600 1800

tiempo (min.)

Gréfica 3. Porcentaje de Monolinurén degradado mediante fotolisis
con lampara de Xn y utilizando agua desionizada.
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Se ha podido observar que la velocidad de degradacion en agua potable es ligeramente
superior a la obtenida en agua desionizada. En genera, en aguas naturales, la fotodegradacion
aumenta debido a la presencia de iones que pueden actuar como fotosensibilizadores de la
reaccion. De esta forma, Torrents et a. [45] comprobaron que los nitratos producian € radical
libre hidroxilo, y Larron y Weber [46] detectaron que el calcio y € magnesio cuando se
complgjaban con ciertos ligandos también formaban € radical libre hidroxilo a ser irradiados

conluz UV.

A partir de los resultados obtenidos experimentalmente, y teniendo en cuenta las
ecuaciones descritas en e apartado 1.2, se calcularon las constantes cinéticas principales de los

dos herbicidas estudiados. Estos resultados se exponen en la siguiente tabla:

Diuron Monolinurén
Aguapoteble Aguadesionizada Aguapotable Agua desionizada
k 497 x 10° 529 x 10° 1,90 x 10° 1,93x 10°
to 139 131 372 359

Tabla 6. Constante de velocidad (k, min™)y
tiempo de vida medio (ty,, min.) del Monolinurény el Diuron.

L os tiempos de vida media son comparables alos obtenidos por otros investigadores en
estudios de fotodegradacion de fenilureas. De esta forma, Durand et a. [12] encontraron ty, =2

horas para e Linurdn utilizando unas condiciones experimentales similares.

Con respecto a los experimentos de fotodegradacion con luz solar, las muestras
permanecieron durante 2 meses en la azotea de la E.T.S.E.|.B. Durante este tiempo, entre Mayo y
Junio, hubo una climatologia variada, intercaldndose dias soleados con dias nublados. Por lo
tanto, resulta practicamente imposible realizar un calculo preciso de la cantidad de radiacién solar

alaque fueron expuestas las muestras.

Los resultados de latabla 7 indican que la degradacion empieza hacia la cuarta semana
de exposicion y que, a partir de este momento, es un proceso lento mostrando una persistencia
entre d 75% y d 85% de producto inicia después de 2 meses. No se observaron diferencias
significativas entre agua potable y agua desionizada.
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Diurodn Monolinuron
2% semana - -
42 semana 6% 4%
6% semana 17% 15%
8% semana 25% 18%

Tabla 7. Porcentaje de degradacion del Diuron y e Monolinuron durante 2 meses de
exposicion solar y utilizando disoluciones de 50 ppb en agua desionizada.

Este comportamiento, caracteristico en aguas superficiales, se puede describir mediante

una ecuacion de primer orden modificada [3]:

-(In[G,] -In[C]) = k (t-to) ()

donde to es e tiempo de lafase inicia (entre e moemnto inicial y € momento en que empieza a
observarse degradacion).
A partir de los resultados experimentales, y teniendo en cuenta estas ecuaciones

modificadas, se calcularon las constantes cinéticas de los dos herbicidas:

Diurén M onolinurén
k 743 x 10° 52 x 10°
tue 93 133

Tabla 8. Constante de velocidad (k, dias™) y
tiempo de vida medio (ty,, dias) del Monolinurény el Diurdn.

3.1.2. Productos de degradacion.

En la figura 2 se muestra un electroferograma de la disolucion obtenida mediante la
fotdlisis del Diurdn utilizando |dmpara de Xn. En ella se puede observar la aparicion de dos
productos de degradacion principales que, por comparacion con los correspondientes patrones,
fueron identificados como Monurdn (tiempo de retencion de 10.4 min.) y Fenurdn (tiempo de
retencion de 6.3 min.). Su formacion es debida a la pérdida secuencial de &omos de cloro segln

|as reacciones:
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Figura 2. dectroferograma del Diurén en agua desionizada antes de iniciar la fotdlisis (A),
después de un tiempo deirradiacion con lampara de Xn de 303 min. (B) y de 1.323 min. (C). El
pico n°1 corresponde al Diurdn, el n°2 al Monurén y e n°3 al Fenurdn. Las condiciones

experimental es estan descritas en € apartado 2.2.
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Hasta un tiempo de exposicion de 300 min. & producto principa sigue sendo €
compuesto original, € Diuron. Entre 300 y 800 min. aproximadamente, los tres pesticidas
coexisten con concentraciones parecidas, mientras que a partir de 800 min. & Fenuron se

convierte en e producto mayoritario. Estos resultados se observan en la siguiente gréfica.

35000 T
30000 T
25000 T
20000 T
o]
o
NS
15000 T
10000 T+
5000 T
0 g } } } t } 4 -
0 200 400 600 800 1000 1200 1400
tiempo (min.)

Gréfica4. Evolucion de los productos procedentes de |a fotodegradacion del
Diurén mediante lamparade Xn. | Diurén  ?Monurén  ? Fenurédn

Los productos de degradacion obtenidos a realizar € proceso de fotdlisis con [dmpara de
Xn con & Monoliurdn se presentan en la figura 3. Se observan tres productos de degradacion
principaes, todos a tiempos de retencién menores que e del Monolinurdn.

El hipotético esquema de degradacion del herbicida supone establecer como la principal

via de degradacion la pérdida de su &omo de cloro. Otras reacciones paralelas y secundarias

consistirian en su hidroxilacion o demetilacion, tal y como se observaen lafigura 4.
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Figura 3 electroferograma del Monolinurén (4) en agua desionizada antes de iniciar la
fotdlisis (A) y después de un tiempo de irradiacion con lampara de Xn de 723 min (B). Las
condiciones experimental es estan descritas en €l apartado 2.2.
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Sin embargo, no podemos confirmar las hipotesis realizadas en la figura 4 debido a la
falta de medios técnicos necesarios para ello. Por una parte no disponemos de patrones de los
posibles productos de degradacion, y por otra parte no disponemos de instrumentacion analitica
aternativa que nos facilite informacion adicional referente a la estructura quimica de estos
productos (MS, RMN, etc.).

Estudios realizados por otros grupos de investigacion también confirman que la reaccion
de fotodegradacion principal en las fenilureas es la pérdida de cloro [10,12,47,48]. Otras
reacciones secundarias descritas en la bibliografia son la formacion de bifenilos [49] o de
productos derivados de la dehidroxilacion [12,50].

Parad Linuron, Durand et a. [12] postulan las siguientes vias de fotodegradacion :
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3.2. HIDROLISISDE LASFENILUREAS

L os experimentos se realizaron con los herbicidas Diurén y Monolinurén, utilizando agua
desionizada a pH=5, pH=7 y pH=9, y agua potable a pH=7. En total se confeccionaron 4
experimentos para cada herbicida. La precision dd método andlitico, obtenido a partir de los
patrones inyectados entre las muestras, fue similar a la conseguida en e estudio de

fotodegradacion descrito en el apartado anterior.

Los resultados experimentales no muestran diferencias significativas entre la muestra
disuelta con agua desionizada y agua potable. En cambio, si que se detectd un aumento de la
velocidad de hidrdlisis al aumentar € pH. En la tabla siguiente se muestran algunos de los

resultados obtenidos.

Monolinurén Diurodn
pH=7 pH=9 pH =7 pH=9
1% mes 14% 18% 17% 21%
2°mes 32% 48% 21% 3%
3 mes 60% 61% 23% 41%
4° mes 7% 8% 33% 43%
5° mes 88% 93% 35% 57%
6° mes 91% 9% 42% 61%

Tabla 9. Porcentaje de producto hidrolizado segin € pH dela muestra, € tiempo
transcurrido y utilizando disoluciones de 50 ppb en agua desionizada.

A partir de estos resultados, y utilizando las ecuaciones descritas en € apartado 1.3, se

cacularon las constantes cinéticas para las dos fenilureas:

Diurdn Monolinurén
pH=7 pH =9 pH=7 pH=9
k 24x 10° 45x 10° 0.016 0.028
ty2 290 155 43 25

Tabla 10. Constante de velocidad (k, dias™) y
tiempo de vida medio (ty,, dias) del Monolinurény el Diurén.
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Con respecto a los productos de degradacion, se identifico la 3,4-dicloroanilina como €

principal producto derivado de la hidrdlisis del Diurdn:

/ \ //CH3
Cl O NH—CO N + H20

Cl

CHg
3

y la4-cloroanilina como € principal producto de hidrélisis del Monolinuron:

//CH3
N

+ HoO
AN

Cl

NH CO

©

OCHs3

N _~CH3
_<: :>_ Hooc —
Cl NH, + ochs

En la figura 6 se muestra un electroferograma obtenido después de 6 meses a pH=9,
donde se observa claramente la presencia de las cloroanilinas.
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Figura 6 €eectroferograma de una disolucién de Diurdn (1) y Monolinurén (3) en agua
desionizada y a pH=9 después de permanecer 6 meses en la oscuridad. Los productos
derivados de la hidrdlisis detectados son la 3,4-dicloroanilina (2) y la cloroanilina (4). Las

condiciones experimental es estan descritas en €l apartado 2.2.
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3.3. FOTODEGRADACION DE LOSFENOXIACIDOS

Los experimentos se redlizaron con los herbicidas 2,45-T y 2,4-DP en las mismas
condiciones experimentales descritas en € apartado 3.1 para la fotodegradacion de las fenilureas.
La precisiéon del método analitico se describe en la siguiente tabla:

Producto t. elucion area
24-DP 1.0% 0.9%
245T 1.0% 0.8%

Tabla 11. Precision del método de analisis MECC.

En las gréficas 5 y 6, se representan las cinéticas de degradacién de los dos herbicidas
utilizando la lampara de Xn. En este caso no se han observado diferencias significativas entre la

utilizacién de agua desionizada y agua potable.

A partir de estos resultados se calcularon las constantes cinéticas principales de los dos
herbicidas. Los resultados se exponen en la siguiente tabla:

2,4-DP 2,45-T
Aguapoteble Aguadesionizada Aguapotable Agua desionizada
k 242 x 10° 244 % 10° 2,09 x 10° 2,08 x 10°
t2 286 284 331 333

Tabla 12. Constante de velocidad (k, min™) y
tiempo de vida medio (ty,, min.) del 2,4-DPyd 2,4,5-T.

Estos tiempos de vida media son inferiores a los obtenidos por otros autores en

experimentos de fotodegradacion en laboratorio, que oscilan entre 5 y 20 dias segln las
condiciones de trabgjo [51].
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Gréfica 5. Porcentaje de 2,4-DP degradado mediante fotdlisis
con lampara de Xn y utilizando agua desionizada.
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Gréfica 6. Porcentaje de 2,4,5-T degradado mediante fotdlisis
con lampara de Xn'y utilizando agua desionizada.
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Los productos de degradacion obtenidos a redizar e proceso de fotdlisis

mediante lamparade Xn con & 2,4-DPy € 2,4,5-T serepresentan en lasfiguras 7y 8.

Aunque se acepta de forma general que los productos mayoritarios de la fotodegradacion
de los fenoxiécidos son sus correspondientes clorofenoles [51,52], en € presente estudio se ha
podido comprabar que ni € 2,4-diclorofenal ni € 2,4,5-triclorofenol aparecen como productos de
degradacién del 2,4-DP y dd 2,4,5-T respectivamente. Aungue, igua como sucedia en la
degradacion del Monolinurén y debido a la falta de los medios técnicos necesarios, no se ha
podido confirmar la estructura quimica de los productos detectados, estudios realizados por otros
grupos de investigacion [52,53] confirman que las reacciones de fotodegradacion principaes son
la pérdida de cloro y la formacion de derivados hidroxilados, como es € acido 2hidroxi-4,5-
diclorofenoxiacético. También se describe la presencia de los correspondientes anisoles y fenoles
(aunque en este trabajo no se han podido detectar).

Con respecto alos experimentos de fotodegradacion con luz solar no se observé ninguna
variacion de la concentracion de los herbicidas durante los dos meses de exposicion. Estos
resultados difieren claramente de los obtenidos por Crosby. y Wang en sus estudios de
degradacion del 2,4,5-T [52]. Estos autores obtuvieron un 17% de degradacion en medio acuoso
después de 4 dias de exposicion solar, dando un tiempo de vida media del orden de 15 dias,
aungue las condiciones utilizadas fueron diferentes de las de nuestro estudio (utilizaron luz solar

durante los meses de verano y en California).
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Figura 7: electroferograma del 2,4-DP (1) en agua desionizada antes de iniciar la fotélisis (A)
y después de un tiempo de irradiacién con lampara de Xn de 766 min. (B). Las condiciones
experimental es estan descritas en € apartado 2.2.
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Figura 8: electroferograma del 2,4,5-T (2) en agua desionizada antesdeiniciar la fotdlisis (A)
y después de un tiempo de irradiacion con lampara de Xn de 900 min. (B). Las condiciones
experimental es estan descritas en €l apartado 2.2.
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3.4. HIDROLISISDE LOSFENOXIACIDOS

Se redizaron los mismos experimentos que con las fenilureas, utilizando agua
desionizada a pH=5,7 y 9 y agua potable a pH=7. Las muestras permanecieron durante 6 meses
en la oscuridad a una temperatura constante de 25°C. Después de este periodo de tiempo no se
observaron variaciones importantes en la concentracion de las muestras, lo cual demuestra la
estabilidad de estos herbicidas frente alos procesos de hidrélisis [51].

252



Capitulo V: Estudio de degradacion

3.5. ESTUDIO DE TOXICIDAD

A partir de los datos obtenidos en los andlisis mediante € test Microtox, se determinoé la

EC;, de cada una de las muedtras, alos 15 minutos.
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muestra

EC 50

Grafica7. ECsy delas muestras.

En los resultados presentados en la gréfica 7 se puede observar que para las muestras no
degradadas (de la 1 a la 6), la EC50 no se pudo determinar, debido probablemente a que la
concentracion de los herbicidas estaba |gjos de |a necesaria para producir efectos detectables en €l
test Microtox. Por ello, tal como se ha mencionado anteriormente, se procedié a estudio de
toxicidad andlizando los valores de GAMMA relativos para las muestras a distintas
concentraciones. Estos valores se han calculado a partir de la relacion de intensidades (1/1,) de
cada muestra, respecto a la relacion de intensidades del test control (concentracion de herbicida
cero). Por lo tanto, si hay toxicidad, € vaor de GAMMA relativo debe ser inferior a 1. Los

resultados se muestran en la siguiente gréfica:
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GAMMA

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11

muestra

O Seriel ® Serie2 O Serie3

Gréfica 8: valores de GAMMA para las distintas muestras a distintas concentraciones:
seriel (11.25%), serie 2 (22.5%), serie 3 (45%).

Se puede observar que, para las cuatro primeras muestras, que corresponden a los
herbicidas individuales sin degradar, los valores de GAMMA son iguales o superiores a 1
indicando que no presentan toxicidad. Las muestras 5 y 6, que corresponden a mezclas binarias
de los herbicidas sin degradar, dan valores de GAMMA eevados pero inferiores a 1, que van
disminuyendo al aumentar la concentracion de herbicida, lo que podriaindicar una leve toxicidad

de estas muestras, y por lo tanto un cierto efecto aditivo de las mezclas [36].

Las muestras 7, 8, 9 y 10 corresponden a los herbicidas individuales después de la
fotodegradacion. De forma general, se aprecia un aumento de toxicidad respecto alos herbicidas
iniciadles, 1o que evidencia la aparicidbn de concentraciones significativas de productos de
degradacion toxicos. Este efecto, que se puede apreciar levemente en las muestras 7 y 8 que
corresponden a las fenilureas fotodegradadas, es mucho més acusado en € caso de las muestras 9
y 10 correspondientes a los fenoxiacidos fotodegradados. En este caso, otros estudios ya
demostraron que los productos producidos en la fotodegradacion parcia de los fenoxiacidos, en
concreto e 2,4-D, eran més toxicos que & compuesto inicial [54].

La muestra 11 corresponde a la mezcla binaria de fenilureas hidrolizadas. Se puede
observar un aumento de toxicidad respecto a las misma mezcla sin hidrolizar, que se puede
explicar por la degradacion de los herbicidas para dar cloroanilinas, como se observo en los

experimentos de hidrdlisis.
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4. CONCLUSIONES

En este capitulo se ha demostrado la viabilidad del sstema MECC/SPE con columnas
“Carbopack” pararealizar estudios de degradacion de plaguicidas.

Aungue los resultados obtenidos en algunos casos han sido incompletos debido a lafata
de instrumentacién analitica adecuada, en lineas generales € estudio realizado proporciona datos
relevantes que ayudan a comprender mejor los mecanismos de degradacion de los herbicidas
estudiados. cinéticas de reaccion y constantes de velocidad de fotodegradacion, influencia del
tipo de agua, productos de fotodegradacion, productos derivados de la hidrolisis, etc.

Resultan especialmente interesantes | os resultados obtenidos con las fenilureas, ya que se
observa claramente como la via de degradacién fotolitica principal es la pérdida de sucesivos

aomos de cloro mientras que la hidrdlisis da como resultado la formacion de anilinas.

El estudio de toxicidad indica de forma genera, que los productos de degradacion tanto
fotolitica como hidrolitica, son més toxicos que los herbicidas originales.
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