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INTRODUCCION

El uso de agroquimicos es fundamental para el éxito de las técnicas actuales de agricultura,
aunque su uso es un tema de preocupacién publica debido al riesgo potencial que representan
para la salud humana y el ambiente. La presencia de agroquimicos en el medio ambiente surge
como consecuencia de las aplicaciones y manipulacién de los mismos. Estos pueden ingresar
al ambiente por contaminacién difusa o puntual. En la actualidad existen diversas tecnologias
de remocion de agroquimicos, como tratamientos fisicos, quimicos y biolégicos. Sin embargo,
estas técnicas poseen costos muy elevados y su aplicacién en establecimientos agricolas
extensos es dificultosa. Las camas biolégicas son una tecnologia de bajo costo para minimizar
los riesgos de contaminacién y estan disefadas para recolectar y descontaminar derrames
accidentales o residuos liquidos con alta carga de agroquimicos y de esta manera evitar la
contaminacién de las aguas superficiales y subterraneas. (Diez et al., 2013).

Para poder evaluar la eficiencia de las biomezclas en la degradacion de los diferentes
agroquimicos resulta imperativo poner a punto y validar técnicas analiticas que conlleven a
resultados confiables. De esta manera se podra seguir la evolucién de los diferentes
contaminantes en el tiempo evaluando asi la eficiencia de las camas biol6gicas para degradar
agroquimicos a diferentes escalas. Debido a esto surge el objetivo principal de este trabajo que
es el desarrollo y validacién de una técnica analitica de extraccion y cuantificacion simultanea
del 2,4-D y su principal metabolito, el acido 2,4-diclorofenol (2,4-DCP) en biomezclas
(construidas con materiales propios de la region) como asi también de la atrazina.
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OBJETIVOS

Desarrollar una técnica analitica mediante HPLC para la determinacién simultanea de atrazina,
2,4-D y su principal metabolito 2,4-DCP en muestras complejas (biomezclas) en altas
concentraciones evaluando diferentes condiciones experimentales (composicion de fase movil
para resolucion de picos cromatograficos, tipos de solvente, relacion sustrato/solvente, tiempos
de extraccion).

Evaluar las condiciones experimentales empleadas través de la recuperacion (%) en la
extraccién de los diferentes agroquimicos ensayados.

Estudiar diferentes parametros de validacién relativos al desempefio de la técnica desarrollada
(Sensibilidad, Linealidad, Limite de Deteccion, Limite de Cuantificacion, Precision y Exactitud).
Evaluar la eficiencia de las camas bioldgicas para degradar muestras complejas de
agroquimicos.

METODOLOGIA
Construccion de biomezclas

Se prepararon siete biomezclas a escala de laboratorio. Se utilizaron rastrojos de trigo,
moha, repollo, maiz y trigo-soja como materiales lignocelulésicos, resaca de rio como material
humidificante y suelo proveniente de un campo con fuerte actividad agricola. Las muestras de
suelo y materiales lignoceluldsicos se recolectaron de un campo de la localidad de Margarita, al
norte de la provincia de Santa Fe, Argentina (292 42' 59" S and 60°% 14 5' 35" O). La resaca de
rio es un producto comercial que se adquirid en un vivero de la ciudad de Santa Fe (Santa
Isabel).

Los distintos tipos de rastrojo se cortaron en trozos de aproximadamente 2-3 mm. Las
biomezclas se prepararon mezclando los componentes en diversos porcentajes en volumen
dentro de cajas de vidrio de 30 L (20x30x50 cm). La maduracién se realizé en las mismas cajas
durante 60 dias entre los meses de febrero-abril.

Optimizacion del proceso cromatografico

La técnica de cuantificacién de agroquimicos se puso a punto mediante un cromatografo
liquido Waters ® HPLC/UV equipado con una columna C18 YMC-Triart (5 ym de tamario de
particula y longitud y didmetro interno de 4,6x250 mm) y un detector Ultravioleta Waters ®
2489. Se evaluaron fases moviles empleando diferentes relaciones Acetonitrilo/Agua
(ACN/H20) (50:50, 60:40 y 70:30) acidificadas al 1% con acido acético a fin de resolver los
picos correspondientes a los tres analitos de interés. La resolucién éptima se obtuvo con la fase
mévil de relacion 60:40. Se trabajé a una longitud de onda de 230 nm para la deteccién de 2,4-
D y 2,4-DCP, y de 221 nm para atrazina (longitudes de onda determinadas mediante
espectrofotometria UV correspondientes a la maxima absorcién de cada uno de los analitos de
interés). Se emplearon 6 estandares de cada agroquimico de concentraciones de 5, 10, 20, 30,
50 y 80 mg/L para 2,4-D; 1, 5, 10, 20, 30 y 80 mg/L para 2,4-DCP;y 0,1, 0,5, 1,5, 10 y 30 mg/L
para atrazina.
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Desarrollo de técnica de extraccion y cuantificacion de agroquimicos

Una vez completado el periodo de maduracion, se tomaron muestras de las siete biomezclas
las cuales se contaminaron con 2,4-D (Asi Max 50 Chemotecnica -50% v/v-), Atrazina 50
Nufarm ® (50% v/v) y 2,4-DCP (Aldrich, 99%) a fin de obtener una concentracién de 200, 100 y
10 mg herbicida/kg de biomezcla seca para llevar a cabo el proceso extractivo y evaluar las
recuperaciones de cada uno de los herbicidas para los diferentes sustratos.

Extraccion de 2,4-D y 2,4-DCP

La técnica de extraccion para el 2,4-D y 2,4-DCP se adapt6é de bibliografia (Gupta et al.,
2012; Devi, 2001). Para la puesta a punto se llevaron a cabo ensayos de recuperacion
(variando relacién sustrato/solvente y tiempo de ultrasonido). Se colocaron 5 g de biomezcla
contaminada en tubos de 50 mL y se agregaron 10 y 20 mL (relaciones 1:2 y 1:4,
respectivamente) de Acetonitrilo/Agua/Acido Acético (ACN/H2O/HAc) en relaciones 80:20:2,5.
Sin embargo, se decidid optar por la relacion sustrato/solvente 1:4 por razones practicas; la
posibilidad de trabajar con mayores volumenes y obtener extractos mas limpios conlleva
también a una mayor repetitividad de los resultados obtenidos

Las muestras se agitaron por 30 minutos a 250 rpm en un agitador orbital y luego se
colocaron en un ultrasonido por 1 y 2 horas. Finalmente, se centrifugaron a 3500 rpm por 10
minutos y el sobrenadante se filtré con filtros de jeringa de Nylon de 0,45 um.

Extraccion de atrazina

Para la extraccibn de atrazina se evaluaron diferentes solventes en relacién 1:4:
ACN/H2O/HAc 80:20:2,5 (Devi, 2001), Acetonitrilo acidificado con 1% de acido acético (ACN)
(Alonso et al., 2018), y Metanol (MeOH) (Parada et al., 2018; Bastos et al., 2009). Se empleé el
mismo procedimiento de extraccion que para 2,4-D y 2,4-DCP. Las mayores recuperaciones
para cada muestra se obtuvieron con la mezcla ACN/H>O/HAc, por lo que se seleccion6 este
solvente para el proceso de extraccion.

Por ultimo, se calcularon los parametros de validacién del procedimiento analitico (Tabla 1):
Linealidad, Sensibilidad, Limite de Deteccion, Limite de Cuantificacién, Precision (en términos
del coeficiente de variacion %) y Exactitud (en términos de los porcentajes de recuperacion)
segun Quattrocchi, 1992.

Tabla 1: parametros de validacién

Analitos Parametros ——
r Sxy LD(mg/L) LQ (mg/L) Sensibilidad
2,4-D 0,9998 44839.23 2.55 7.74 57954
2,4-DCP 0,9999 29102.82 1.75 5.32 54751
Atrazina 0,9999 53664.89 0.77 2.34 229751

Para cada una de las determinaciones, se aplicé un test de andlisis de la varianza, ANOVA,
y no se observaron diferencias significativas entre las recuperaciones obtenidas con cada
sustrato para un mismo contaminante.

Con los resultados obtenidos, la técnica desarrollada se valida satisfactoriamente ya que el
coeficiente de variacion no supera el 12% para ninguna concentracion ni sustrato empleado y
las recuperaciones alcanzadas varian de 60 a 89%.
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Monitoreo de la degradacion de agroquimicos

A fin de evaluar la eficiencia de las camas biolégicas para la degradacidén de agroquimicos se
contaminé cada biomezcla con 250 mg/kg de 2,4-D y atrazina. Se tomaron muestras a los dias
0, 3, 5,9, 15, 20, 30 y 45 posteriores a la contaminacion y se determiné la concentracion de
cada agroquimico en las biomezclas, por duplicado, empleando la técnica desarrollada.

CONCLUSIONES

En el presente trabajo se desarrollé y validé satisfactoriamente un método analitico de
extraccion y cuantificacion simultanea de 2-4D, 2.4-DCP y atrazina para diferentes biomezclas.
En primer lugar, se lograron resolver los picos de interés de cada uno de los analitos de manera
adecuada. Luego, de acuerdo a los resultados obtenidos, se seleccion6 la mezcla
Acetonitrilo/Agua/Acido Acético 80:20:2,5 como solvente de extraccion. De acuerdo a los
parametros de validacion obtenidos (r=0,999, RSD<12%, recuperaciones entre 60 y 89%,
limites de deteccién y cuantificacién de 2,55y 7,74 mg/L para 2,4-D, 1,75y 5,32 mg/L para 2,4-
DCP y 0,77 y 2,34 mg/L para atrazina) se concluye que el método desarrollado es confiable
para el propésito buscado que es la evaluacién de la eficiencia de camas bioldgicas para
degradar mezclas complejas de agroquimicos en altas concentraciones (en este caso 2,4-D y
atrazina) empleando diferentes biomezclas construidas con materiales locales.

Por otro lado, se pudo comprobar la eficiencia de las camas biologicas para degradar
mezclas complejas de agroquimicos, obteniéndose una degradacion mayor al 90% para 2,4-D y
atrazina al finalizar el ensayo de degradacion
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