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RESUMEN

En este trabajo se optimizo y validé un método analitico
que incluyo extraccion, limpieza, y determinacion croma-
tografica por HPLC de los compuestos atrazina (AT), deeti-
latrazina (DEA) y deisopropilatrazina (DIA). Se analizaron
muestras de suelo tomadas de una parcela sembrada comer-
cialmente con maiz en el municipio de Saldafia, Tolima, tra-
tada con el herbicida atrazina a una dosis de 2,4 Kg i.a/ha.
No se detectaron los productos de degradacion DIA y DEA
en ninguna de las muestras. AT se encontrd a una concentra-
cion de 233 pg/Kg a los 4 dias después del tratamiento (ddt),
de 137,0 ng/Kg alos 37 ddt y de 24,8 ng/Kg a los 70 ddt; en
el muestreo a los 125 ddt no fue detectada.

En otro experimento bajo condiciones controladas de
camaras de crecimiento, para evaluar el efecto de la tem-
peratura y la humedad del suelo en el proceso de degra-
dacion de la atrazina, se encontrd que la temperatura, mas
que la humedad, resultd ser un factor determinante para
la degradacion de este herbicida; asi, la degradacion del
compuesto fue mayor a 30°C que a 20°C. Con base en el
analisis cromatografico por HPLC tampoco se detectaron
los metabolitos DIA y DEA en ninguno de los muestreos.
Los resultados sugirieron, o que el compuesto parental se
transformaba (metabolizaba) a otros metabolitos diferentes
a DIA y DEA, o que existia una fuerte interaccion de la
molécula parental y sus metabolitos con los componentes
del suelo, lo cual no permitia su extraccion y deteccion
mediante técnicas analiticas convencionales. Por lo cual,
se estudié la mineralizacidn, sorcion y movilidad de la
atrazina bajo condiciones de laboratorio utilizando técnicas
isotopicas con “C en dos suelos del Municipio de Saldana.
La mineralizacion se determind a 25°C en biometros que
contenian suelo tratado con “C-atrazina equivalente a 2,0
Kg ia/Ha y pequefios frascos con NaOH para colectar el
"CO, producto de la mineralizacion del herbicida. E1“CO,
se colectaba semanalmente y se leia su actividad en un con-
tador de centelleo. Los suelos estudiados presentaron una
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baja mineralizacion de “C-atrazina durante las 17 semanas
que durd la experiencia, de maximo 11%. En todos los
suelos la mayor cantidad de '*C permanecio en forma ligada
(49% a 80%); ademas, ésta fraccion ligada se incrementaba
con el tiempo. Respecto a la fraccion extraible, estaba com-
puesta en un 62% a 94% por “C-atrazina y en un 6% a 38%
por hidroxiatrazina (HA); no se encontr6 otro metabolito.
Los suelos presentaron una alta afinidad por el herbicida, y
tanto la adsorcion como la desorcion se ajustaron al modelo
de Freundlich. Los valores de K para la adsorcion fueron
respectivamente para los dos suelos de 0,61 y 0,14. La
movilidad de la "*C-atrazina se evalu6 mediante la técnica
de Cromatografia de Capa Fina de Suelo (CCFS); asi, la
movilidad de la "*C-atrazina fue mucho mayor en el suelo
franco-arenoso que en el franco-limoso.

Palabras claves: Herbicidas, atrazina, metabolitos,
mineralizacion, degradacion, adsocion-desorcion, Kd,
HPLC, técnicas isotdpicas.

SUMMARY

An analytic method that included extraction, cleaning,
and HPLC determination of atrazine (AT), deethylatra-
zine (DEA) and deisopropilatrazine (DIA) was optimi-
zed and validated. Soil samples from a corn field of the
municipality of Saldafa, Tolima-Colombia, treated with
the herbicide atrazine (2,4 Kg a.i/ha) were analized. DIA
and DEA metabolites were not detected in any of the soil
samples. AT was found in to concentration of 233 pg/Kg
4 days after treatment (dat), of 137,0 ng/Kg 37 ddt and of
24,8 ng/Kg 70 ddt, but 125 ddt it was not detected.

In a second phase, atrazine soil behavior was studied
under growth chambers conditions to evaluate tempera-
ture and soil humidity effect. It was found that tempera-
ture, more than humidity, was the main factor controlling
herbicide degradation process. This way, atrazine trans-
formation was bigger at 30°C than at 20°C. Based on
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HPLC procedure DIA and DEA was not detected in any
of soil samples. Results suggest that parental compound
was transformed to other metabolites different to DIA or
DEA, or that a strong interaction of atrazine and their
metabolites with soil components happens, which did
not allow compounds extraction and detection by means
of HPLC procedures. In a third phase, herbicide minera-
lization, sortion and mobility was studied under labora-
tory conditions using isotopic techniques in two soils of
Saldafia Municipality. Mineralization was determined at
25°C in biomethers contained soil treated with “C-atra-
zine equivalent to a dose of 2,0 Kg ai/Ha and small flasks
with NaOH to collect the “CO, resulting of '*C-atrazine
mineralization. “CO, was collected weekly and their
activity was read by liquid scintillation counting. No
more than 11% of '“C-atrazine was transformed to “CO,
during 17 weeks period. *C remained in bound form
(49% to 80%), and this bound portion increased with
the time. Extractable fraction was composed in a 62%
to 94% by *C-atrazine and in 6% to 38% by hidroxiatra-
zine. There was not found any other metabolite. Soils had
high affinity for the herbicide, and adsorption as the des-
orption were adjusted to Freundlich model. K  adsorption
values were 0,61 and 0,14 for the two soils, respectively.
C-atrazina mobility was evaluated by means of Soil
Thin Layer Cromatography (STLC); herbicide mobility
was higher in the sandy-loam than in the silty-loam soil.

Key words: Herbicides, atrazine, metabolites, minerali-
zation, degradation, adsorption-desorption, Kd, HPLC,
isotopic technics.

INTRODUCCION

Actualmente existen en el mercado mundial mas de 150
ingredientes activos con propiedades herbicidas, que
pertenecen a diferentes familias o grupos quimicos. Una
familia importante de herbicidas son los compuestos tria-
zinicos, dentro de la cual se encuentra el herbicida atra-
zina (2-cloro-4 — etilamino- 6- isopropilamino-s-triazina)
(WSSA, 1994).

La atrazina es un herbicida selectivo que tiene como
mecanismo de accion la inhibicion del Fotosistema I
en el proceso fotosintético en plantas sensibles. Este
herbicida tiene actividad tanto en el suelo como via
foliar (WSSA, 1994). Es un herbicida s-triazinico muy
utilizado en todo el mundo para controlar selectivamente
plantas adventicias en cultivos de maiz, sorgo, cafia de
azucar y plantaciones forestales; también es usado para
el control total de malas hierbas en areas no agricolas,
tales como vias férreas y zonas industriales (Ashton &
Crafts, 1981, Garcia & Fernandez, 1991). En Colombia,
la atrazina es uno de los productos para la proteccion de
cultivos mas vendidos y ocup6 el sexto lugar en ventas
en 1995; la cantidad vendida (consumo aparente) fue de
324.400 kg, representando el 3,9% del total de ventas de
herbicidas (Instituto Colombiano Agropecuario, 1996).

Dado que el uso de la atrazina se difundi6 ampliamente
durante los ultimos 40 afos, sobre la base de sus pro-
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piedades fisicoquimicas es considerada en varios paises,
especialmente de zonas templadas, como un contami-
nante potencial de las aguas subterraneas (Mirgain ef
al., 1993). Los organismos internacionales de gestion
ambiental han comenzado a preocuparse por el riesgo
de contaminacion que pudiera correr el hombre y los
animales debido al consumo de agua potable de origen
superficial y subterraneo que pudiera estar contaminada
con atrazina.

Una vez los plaguicidas son introducidos en el ambiente,
estos sufren transformaciones biologicas y quimicas. La
atrazina, como muchos otros plaguicidas, es susceptible
de suftir transformaciones quimicas y biologicas al estar
expuesta al ambiente. Entre los principales factores abio-
ticos que determinan su transformacion estan: la tempe-
ratura, la humedad, el pH del suelo, el contenido y el tipo
de arcillas, y el contenido de materia orgéanica (Hance
et al., 1968; Best & Weber 1974; Borgaard & Streibig,
1988; Armstrong et al., 1967). Por lo tanto, el patron de
degradacion de la atrazina, al igual que el de muchos pla-
guicidas, no es igual en todos los tipos de suelos y todos
los ambientes. La accion de microorganismos es tal vez
el factor bidtico mas importante en la degradacion de este
herbicida (Pichon et al., 1995; Steinheimer, 1993; Lerch
& Donald, 1994; Govi et al., 1996).

Varios estudios muestran que la atrazina sigue fun-
damentalmente dos vias de degradacion: la hidrolisis
quimica y la degradacion microbiana (Vera et al., 1988;
Steinheimer, 1993). La hidrolisis quimica conduce
comunmente a la obtenciéon de compuestos hidroxila-
dos como hidroxiatrazina (HA), deetilhidroxiatrazina
(DEHA) y deisopropilhidroxiatrazina (DIHA). Estos
productos comparados con el compuesto parental no son
fitotoxicos, por tanto se considera que ésta via es en cierta
forma de descontaminacion del ambiente (Mersie & Sey-
bold, 1996; Pichon et al., 1995; Aker & Muir, 1978).

En el proceso de transformacion de la atrazina en
el suelo, la actividad microbiana es muy importante
puesto que un grupo de microorganismos puede uti-
lizar este compuesto como fuente de nitrogeno y
energia (Sorenson et al., 1994, entre otros autores).
La degradacion microbiana conduce principalmente
a la N-dealquilaciéon formando deetilatrazina (DEA),
deisopropilatrazina (DIA), y deetildeisopropilatrazina
(DEDIA); la posterior degradacion de estos productos
produce 4-amino-2-cloro-1,3,5-triazina (Sorenson et
al., 1994, entre otros autores).

El proceso de transformacion o degradacion de algu-
nos compuestos se caracteriza por un periodo de retardo
durante el cual la concentracion cambia poco 6 nada;
esto es seguido por una rapida degradacion. Para algu-
nos compuestos no hay un periodo de retardo y la velo-
cidad de degradacion es mas 6 menos proporcional a la
concentracion; asi, los resultados son a menudo inter-
pretados usando una cinética de primer orden (Hance,
1980); tal es el caso de atrazina (Aker & Muir, 1978;
Hurle & Walker, 1980).
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El concepto de vida media (t, , ), tiempo que se requiere
para que desaparezca el 50% de la concentracién inicial
del compuesto, es una herramienta valiosa para comparar
tasas de disipacion o degradacion de plaguicidas, o el
efecto de diferentes factores sobre un mismo compuesto.
Existen numerosos estudios sobre el calculo de la vida
media de la atrazina en el suelo a nivel mundial. Naka—
gawa et al. (1995) informan por ejemplo, valores de t, , €
suelos de Brasil entre 56 y 54 dias. Por su parte, Sorenson
et al. (1994) indican que aun después de 16 meses, la atra-
zina y sus productos de degradacion estaban presentes en
suelos de Minnessota, con un potencial de movilidad tal
que puede llegar a contaminar aguas subterraneas. Best &
Weber (1974) registraron del 87 a 99% de la concentra-
cion inicial de “C-atrazina después de 5 meses de tratar
un suelo en condiciones de invernadero. En el oeste de
Australia la vida media del herbicida puede variar desde
42 hasta 110 dias. Los valores de t,,, se correlacionaron
positivamente con la cantidad de herbicida aplicado y con
el adsorbido por el suelo. Estos valores se incrementan
con el pH del suelo, la materia organica y el contenido de
arcilla. Los valores de t,, decrecieron exponencialmente
con el aumento de la temperatura y la humedad del suelo
(Walker & Blacklow, 1994).

El fendmeno dominante en la interaccion de un plagui-
cida con los constituyentes del suelo es el fendmeno de
adsorcidon-desorcion en la interfase solido-agua, puesto
que afecta la concentracion del producto en la solucion
del suelo; por tanto, éste proceso estd estrechamente
involucrado en el transporte y la absorcion por los orga-
nismos vivos. La distribucion del herbicida entre la fase
liquida y la fase adsorbente afecta el grado de fitotoxici-
dad que pueda causar el compuesto asi como su degra-
dacion, y por consiguiente el riesgo de contaminacion de
suelos y aguas subterraneas (Calvet, 1980).

El comportamiento de herbicidas como la atrazina en el
suelo depende de varios factores, tales como las caracteris-
ticas fisicoquimicas del compuesto, de la actividad superfi-
cial de los componentes organicos ¢ inorganicos de suelo,
de las propiedades del suelo y de la cantidad de herbicida
aplicado, entre otros (Govi et al, 1996). Las propiedades
del herbicida y los constituyentes del suelo con los cuales
el herbicida entra en contacto, son de importancia primor-
dial en la determinacion de los mecanismos de adsorcion
y por ende, de la bioactividad y movilidad del compuesto
(Garcia & Fernandez, 1991; Aker & Muir, 1978; Huang et
al., 1984; Barriuso et al., 1992b).

La atrazina es un compuesto débilmente basico
(pK, = 1,68) y de baja solubilidad en agua (3,3x103 g/mL),
que se adsorbe sobre la materia organica y las arcillas del
suelo. La adsorcion es dependiente del valor de pH del
suelo; asi, la adsorcion es mayor a medida que decrece el
pH (Best & Weber, 1974). La maxima cantidad adsorbida
se da a valores de pH cercanos al valor de pKa.

La dinamica de la adsorcion puede definirse mediante

isotermas de adsorcion. En las isotermas la constante de
adsorcion (K,) es de gran importancia ya que es un indice
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de la capacidad de adsorcion del herbicida por el suelo
(Barriuso et al., 1992a & b; Clay & Koskinen, 1990; Gil-
christ, 1993; Weber et al., 1993).

Hasta el momento hay pocos estudios sobre la adsor-
cion / desorcion de los principales productos de degra-
dacion de la atrazina en suelos agricolas; sin embargo
se conoce que en suelos agricolas de Virginia (USA), la
HA es mas fuertemente adsorbida que la AT, DEA y DIA
(Mersie & Seybold, 1996).

La atrazina por ser una base débil y de baja solubilidad
en agua, en la mayoria de los suelos con pH entre 4,0
y 8,0 y fuerza idnica en la solucion del suelo del orden
de 0,01, su adsorcion sobre la materia organica y los
minerales de los suelos debida a intercambio i6nico es
despreciable; mientras que pueden considerarse otros
mecanismos como la formacion de puentes de hidrégeno
o la formacion de complejos donor-aceptor de electrones
(Hance et al., 1968; Best & Weber, 1974; Borgaard &
Streibig, 1988; Armstrong & Cherster-Harris, 1967).

De manera general, la atrazina se adsorbe con mayor
facilidad en suelos francos o arcillosos que en suelos
con poca arcilla y bajo contenido de materia organica;
la adsorcion es reversible y la desorcion depende de fac-
tores como pH, temperatura y humedad. Su movimiento
quelatante esta limitado por la adsorcion sobre los cons-
tituyentes del suelo (Barriuso et al., 1992b).

El uso de técnicas isotopicas normalmente que utilizan
14C- permiten obtener informacion acerca de la cantidad
de plaguicida, que luego de ser aplicado al suelo, no
se libera y empieza a formar enlaces que dan origen a
residuos llamados “recalcitrantes”. En experimentos de
degradacion de un plaguicida en el suelo, cierta cantidad
radiactiva permanece inextractable, denominada parte
ligada. Asi, podria definirse como el residuo del plagui-
cida que permanece en el acido flvico, acido htimico y
fraciones humicas luego de una secuencia exhaustiva de
extracciones con solventes polares y organicos no pola-
res (Hance, 1980).

El grado de movilidad de un plaguicida en el suelo
puede determinar su potencial como contaminante
(Hance, 1980). Existen varios procedimientos para
caracterizar la movilidad de un plaguicida en el suelo,
entre otros, las isotermas de adsorcion, el uso de colum-
nas de suelo, experimentos de campo con medidas a
diferentes profundidades, los estudios con lisimetros y
la cromatografia de capa fina de suelo (Helling, 1971c).
Helling (1971a y b) desarroll6 la técnica de “Cromato-
grafia de Capa Fina de Suelo”, la cual es una técnica ana-
loga a la Cromatografia en Capa Delgada convencional,
eluida con agua. La movilidad del plaguicida en el suelo
se expresa como el Rf.

Para dar un manejo adecuado de los plaguicidas, es
necesario entender el destino y comportamiento de
estos compuestos en el ambiente. En paises industria-
lizados, las diversas investigaciones en torno al tema
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son la base para el establecimiento de normas para el
control y buen uso de estos productos, lo que conlleva
a un uso racional y por tanto, a la disminucién de sus
efectos negativos potenciales.

Desde el punto de vista practico, un acercamiento a
la resolucion del comportamiento de la atrazina en los
suelos de Colombia, es determinar su vida media en el
suelo (como una medida de la persistencia), los factores
que afectan esa vida media, los coeficientes de adsorcion,
la cinética del metabolismo y el potencial de lixiviacion,
entre otros factores, que permitirian comprender el des-
tino de la atrazina en el suelo.

El presente trabajo es un modelo de estudio del destino
en el suelo de un plaguicida de uso agricola. En este caso
particular, se trata del herbicida atrazina en Saldafia-
Tolima, una zona calida de intensa actividad agricola y
alto consumo de plaguicidas en Colombia.

Se tuvieron como objetivos:

1. Estandarizar una metodologia para la determinacion
de atrazina y sus metabolitos en suelo, por HPLC y
deteccion con UV.

2. Evaluar a nivel de campo, la disipacion de la atrazina
y de algunos de sus productos de degradacion en el
suelo de una parcela tratada con el herbicida.

3. Evaluar, bajo condiciones controladas, el efecto de
dos factores ambientales: la temperatura ambiente y
el grado de humedad del suelo, sobre la degradacion
del herbicida en estudio en el suelo.

4. Determinar, bajo condiciones de laboratorio, la ciné-
tica de la mineralizacion, la adsorcién—desorcion y

la movilidad del herbicida en dos suelos del munici-
pio de Saldafia-Tolima, utilizando técnicas isotopi-
cas (C).

MATERIALES
Y METODOS

Procedimiento Experimental General

El trabajo se realizd en tres etapas durante los afios
1997, 1998 y 1999, asi: 1) Estandarizacion de la
determinacion de atrazina en suelos por Cromatogra-
fia Liquida de Alta Resolucion (HPLC), 2) Evalua-
cion del efecto de la temperatura y humedad sobre la
degradacion de atrazina por HPLC y, 3) Evaluacion
de la mineralizacidn, sorcién y movilidad del herbi-
cida utilizando técnicas isotopicas (**C). En todos
los casos las muestras de suelo fueron tomadas en el
municipio de Saldafia (temperatura 28 C), Tolima, en
la sede de la Asociacion de Usuarios del distrito de
riego del rio Saldana (USOSALDANA) y en un cul-
tivo de algoddén de la misma localidad. En el Cuadro
1 se presenta un resumen de las condiciones genera-
les de los experimentos y de la toma de las muestras
en todo el estudio.

En el Cuadro 2 se presentan las caracteristicas fisi-
coquimicas de los suelos estudiados,. El contenido de
arcillas en el suelo llamado “Usosaldaiia” es medio y
el contenido de arenas del suelo que se denominado
“Algodonal” es alto. El contenido de materia orgénica
es normal para la zona y presentan buenas caracteristi-
cas de fertilidad potencial.

Cuadro .1 Caracteristicas generales de los procedimientos experimentales y de la toma de muestras de suelo tomadas en el muni-

cipio de Saldafia, Tolima.

Estandarizacion de la
Técnica por HPLC

Evaluacion del efecto de la
temperatura y la humedad
por HPLC

Mineralizacion, Sorcion
y Movilidad por técnicas
isotopicas

No. de parcelas muestreadas o

1 (se tomaron muestras de

1 (se tomo suelo sin tratar

3 (se tomo suelo sin tratar

experimentos suelo tratadas en el campo) en el campo) en el campo)
Cultivo Maiz Sin cultivo Sin cultivo
Dosis de atrazina 2,4 Kgi.a/ha 1,5 Kgi.a/ha 2,0 Kgi.a/ha
Método de aplicacién del Aspersora en campo Laboratorio Laboratorio
compuesto
Profundidad de las muestras de 0—15cm 0—10 cm 0—20 cm
suelo
Tamafio de muestra 1 kg 2,5 kg
Conservacion Bolsas de polietileno a —5°C
Sede de USOSALDANA
Localizacién Sede de usuarios del distrito de riego del rio Saldafa y lote de Algodon del
(USOSALDANA), Saldana (Tolima) Municipio de Saldafia
(Tolima)

Tratamiento previo a
procesamiento de muestras

Las muestras se descongelaron y se dejaron secar al aire
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Cuadro 2. Caracteristicas fisicoquimicas de los suclos de Saldana-Tolima estudiados.

Materia organica: Walkley y Black

SUELO
ANALISIS USOSALDANA ALGODONAL Typic
Fluvaquentic Ustropepts Troporthent
Arena 24,6 66
Arcilla 21,0 4
Textura
Limo 54,4 30
Textura Franco Limosa Franco Arenosa
pH 6,7 7,3
Capacidad de campo (%) 25,6 18,1
Densidad Real (g/cm?) 2,81 2,91
C.I.C. cmol(+)/kg 28,5 19,1
Ca™ 13,9 9,6
. Mg 4,5 2,2
Bases de cambio cmol(+)/kg
K* 0,5 4,8
Na* 0,3 0,2
C.I.C.E. (cmol (+)/g) 19,2 16,8
Acidez total cmol(+)/kg 4,7 2,3
Carbono organico (%) 1,0 0,7
Materia organica (%) 2,1 1,2
Fosforo disponible (mg P/kg) 55,0 70
METODOS DE ANALISIS Convenciones
Textura: Bouyoucos
pH: Relacion suelo:agua 1:1 C.I.C.E. Capacidad de intercambio
Fésforo disponible: Olsen cationico efectiva
Ca"?y Mg Acetato de amonio
Na+y K+: C.I.C. Capacidad de intercambio

catidnico

Optimizacion de la determinacion de la atrazina
y algunos de sus productos de degradacion en el
suelos por medio de Cromatografia Liquida de
Alta Eficiencia (HPLC).

Condiciones cromatograficas

Las soluciones de trabajo de los compuestos (atra-
zina: pureza del 97%, AgEvo, Grupo Hoechst Colom-
bia; deetilatrazina e hidroxiatrazina: pureza del 99%, y
deisopropilatrazina: pureza del 94% ) se prepararon a
partir de las soluciones stock por dilucion con metanol

Cuadro 3. Soluciones stock y de trabajo.

calidad HPLC, y las soluciones patrén se prepararon por
dilucioén de las soluciones de trabajo de acuerdo con los
requerimientos especificos (Cuadro 3). A partir de las
soluciones de trabajo, se prepararon soluciones metano-
licas de cada uno de los compuestos, a una concentra-
cion de 1,2 pg/mL. Igualmente, se prepar6 una solucion
de la mezcla de los compuestos a una concentracion de
1,2 pg/mL. De estas soluciones se tomaron 20 uL para
inyectarlas en el sistema cromatografico, con el fin de
determinar las mejores condiciones cromatograficas,
tales como: flujo, composicion de la fase movil (sistema
de gradientes) y parametros cromatograficos. El sistema

Compuesto Concentracién stock (ug/mL) Soluciones de trabajo (1g/mL)
Atrazina 420 84
Deetilatrazina 401 80
Deisopropilatrazina 538 107
Hidroxiatrazina 506 101
2003 Fuentes et al.. Comportamiento y destino ambiental... 33



cromatografico consistio en un equipo para Cromatogra-
fia Liquida de Alta Eficiencia (HPLC), constituido por:
Bomba Cuaternaria LC 250 Perkin Elmer®, Detector
ultravioleta—visible a una longitud de onda de 218 nm,
UV/VIS LC 295 Perkin Elmer®, Interfase serie 900 Pe
Nelson®, Interfase serie 600 link Pe Nelson® y Soft-

Cuadro 4. Condiciones de la fase movil.

ware Turbochrom® Version 4.0, 1994. Se utilizdé una
columna analitica Lichrocart RP-18, 125 mm x 4 mm, 5
pm Merck®, y una Precolumna Lichrocart 100 RP-18,
5 um Merck®. El volumen de inyeccién fue de 20 L,
y la fase movil acetonitrilo:agua, bajo el gradiente que
se indica en el Cuadro 4.

Tiempo (min.) Flujo (ml/min) % Acetonitrilo % Agua
1,0 1,0 30 70
1,5 1,0 30 70
4,0 1,5 60 40
2,0 1,5 60 40
3,5 1,0 30 70

Optimizacién del método

Extracciéon. La extraccion de los compuestos de la
matriz suelo consistié en el siguiente proceso: Adicion de
20 mL de metanol a 10,0 g de suelo seco al aire, seguido
de una agitacion vigorosa durante 1 hora usando un agi-
tador orbital, posteriormente se filtr6 y lavé con 10 mL
de metanol, usando papel filtro para analisis cualitativo,
luego se filtr6 a través de una membrana Millipore 0.45
um, y se obtuvo un extracto.

Limpieza. El proceso de limpieza del extracto se efec-
tud adoptando el siguiente procedimiento: Se evaporo el
extracto ya obtenido hasta sequedad a una temperatura
de 35 °C en un Rotaevaporador BUCHI® R-114; ense-
guida se disolvi6 el residuo en 5,0 mL de diclorometano,
y se transfirié a un embudo de decantacion. Luego se le
adicionaron 5,0 mL de buffer fosfato (Na3PO ,) pH 10,0
y se realiz6 una extraccion liquido-liquido. Posterior-
mente, a la fase acuosa se le adiciond 1 mL de buffer
en diclorometano, repitiendo una vez mas el proceso
de extraccion liquido-liquido. Enseguida, se mezclaron
los dos volumenes de diclorometano (6,0 mL), llevando
posteriormente a sequedad bajo una atmosfera de nitro-
geno usando un sistema para evaporacion con nitrégeno
PIERCE Reacti-Vaplll ®. El residuo se disolvié en 1 mL
de metanol y se filtr6 a través de una membrana Millipore
0,45 um, tomando 20,0 uL para inyectarlos en el sistema
cromatografico.

Selectividad. Muestras de 10,0 g de suelo blanco se
trataron con soluciones de los diferentes compuestos
en estudio; estas muestras fortificadas se procesaron de
acuerdo con el protocolo de extraccion y limpieza que se
indica antes, y sus extractos se inyectaron en el sistema
cromatografico, por triplicado.

Linealidad y curvas de calibraciéon. Igualmente, a
muestras de suelo blanco (10,0 g) se adicionaron cada
uno de los compuestos de interés en solucion, a distin-
tas concentraciones. Enseguida, se realizo el proceso de

34

Agronomia Colombiana

extraccion, limpieza y analisis cromatografico. Las con-
centraciones usadas fueron iguales para los compuestos
atrazina, deetilatrazina y deisopropilatrazina: 0,6 ; 0,9;
1,2; 1,5y 2,0 pug/mL

Exactitud. Para evaluar la exactitud del método se
uso el porcentaje de recuperacidn; este se evalud a tres
concentraciones diferentes de los compuestos dentro
del rango de la curva de calibracion usada. Se tomaron
10,0 g de suelo, se adicioné independientemente cada
compuesto a tres concentraciones distintas, se dejo en
equilibrio durante 48 horas, luego se hizo el proceso
de extraccion, limpieza y analisis cromatografico. Las
concentraciones usadas fueron iguales para los tres
compuestos: 0,5, 0,8, y 1,4 ug/mL. También se evalud
el porcentaje de recuperacion en el proceso de limpieza.
Para esto se procedi6 de la siguiente manera: se adiciono
cada uno de los compuestos a un mililitro de metanol, por
separado, en una concentracion de 1,2 pg/mL, luego se
realizé el proceso de limpieza y analisis cromatografico.
La respuesta (o sefial) se compar6 con la respuesta del
patron correspondiente inyectado directamente.

Limite de deteccion y cuantificacion. El limite de
deteccion y el limite de cuantificacion se calculd de
acuerdo con la siguiente definicion:

= 3s/b Limite de Cuantificacion
= 10s/b

Limite de Deteccion

Donde s es la desviacion estandar del blanco (desvia-
cion estandar del intercepto con la ordenada) y b es la
sensibilidad de calibracion (promedio de las pendientes
de las curvas de calibracion).

Precision. Muestras de suelo blanco de 10,0 g se for-
tificaron con soluciones de cada uno de los compuestos,
a dos concentraciones distintas; enseguida, se hizo el
proceso de extraccion y limpieza; posteriormente los
extractos se inyectaron en el sistema cromatografico. El
numero de repeticiones fue de tres.
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Determinacion de la atrazina y algunos de sus
metabolitos en muestras de campo

Una vez se optimizo el método para la determinacion
de la atrazina y tres de sus metabolitos en la matriz
suelo, los compuestos se cuantificaron en muestras de
suelo provenientes de condiciones de campo. Se toma-
ron muestras suelo de una parcela comercial de 330 m?
de la sede de USODALDANA (Saldana, Tolima), que
no habia sido tratada con el herbicida, por lo menos en
los ultimos tres afios antes de iniciar el estudio. La par-
cela fue sometida a labranza convencional procediendo
luego a sembrar maiz, hibrido Funks G5423. El herbi-
cida atrazina se aphco al suelo (i.e. en preemergencia)
a una dosis de 2,4 Kg de i.a./ha, antes de la emergenc1a
del maiz, utilizando una aspersora de precision de uso
experimental marca Calimax, equipada con boquillas
de abanico Color Jet 89-2R. Se realizaron cuatro mues-
treos ( 4, 37, 70 y 125 ddt) mas un blanco (muestra
tomada antes de asperjar el herbicida), en cuatro sitios
de la parcela. Las muestras tomadas de los cuatro sitios
se analizaron independientemente.

Efecto de la temperatura y el grado de humedad
del suelo sobre la degradacion de la atrazina

Este experimento tuvo como objetivo evaluar, bajo con-
diciones controladas, el efecto de la temperatura ambiente
y el grado de humedad del suelo sobre la degradacion de
la atrazina en el suelo. Se tom6 una muestra compuesta
(16 submuestras) de suelo USOSALDANA sin tratar con
atrazina (suelo blanco) a una profundidad de 10 cm. Se
colocaron 100 g de suelo en materos plasticos de 10 x 10
cm; este suelo se llevo a los niveles de humedad estable-
cidos de 25%, 50% o 75% de la capacidad de campo (cc),
agregando el agua necesaria calculada con base en curvas
de humedad del suelo. Una vez el suelo se humedecio,
se aplicod una solucion del herbicida usando una pipeta,
cuidando que la solucién quedara uniformemente distri-
buida en la superficie del suelo de los materos, en dosis
equivalente a 1,5 Kg i.a./ha. El control de la humedad del
suelo de los materos se efectio mediante el control diario
del peso del matero con suelo, agregando con una pipeta
la cantidad de agua necesaria para mantener los niveles de
humedad requeridos. Los materos se mantuvieron durante
los dos meses que dur6 la experiencia en camaras de creci-
miento debidamente termostatadas a 20 °C =2 °C y 30 °C
+ 2 °C. El ensayo se instalo bajo un disefio completamente
al azar con arreglo factorial (2x3x4) y tres repeticiones, de
los siguientes tratamientos:

* Factor A: Temperatura con dos niveles (20 °C y 30 °C).

* Factor B: Humedad del suelo con tres niveles (25%,
50%, 75% de cc).

* Factor C: Fechas de muestreo con cuatro niveles (0,
15, 30, 45, y 60 ddt)

En cada muestreo se tomo la totalidad del suelo que
estaba contenido en el matero (100,0 g). De esta muestra
se tomo6 una submuestra de 10,0 g y se sigui6 el proce-
dimiento de extraccion y limpieza, y el posterior analisis
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cromatografico segun las condiciones descritas en el
capitulo anterior.

Mineralizacion de la atrazina en el suelo

Se utiliz6 suelo blanco (no tratado antes con atrazina)
de dos localidades del municipio de Saldafa, proveniente
de la sede de USOSALDANA y de un campo cercano
sembrado de algodon. Los suelos se tomaron de los
primeros 20 cm de profundidad. El experimento se rea-
liz6 en frascos Pyrex (Figura 1), herméticos y de 2 L de
capacidad (Figura 1). En el interior se colocaron 200,0 g
de suelo con una humedad del 60% de la capacidad de
campo, previamente tratado uniformemente con atrazina
a una dosis equivalente a 2,0 kg i.a./ha. La atrazina se
adicion6 en mezcla de forma fria (atrazina técnica) y
radiomarcada en los carbonos del anillo (U-'*C), con una
actividad especifica de 47,756 uCi/mg, para obtener una
actividad de 10°DPM (desintegraciones por minuto) por
200,0 g de suelo. La determinacion de la atrazina ligada
al suelo se efectué6 mediante combustion en un oxidador
bioldgico Harvey OX-600®, y la posterior medicion de la
actividad en un contador de centelleo Beckman LS 5600,
utilizando liquido de centelleo para CO, (Harvey®).

Caerre hermis s

Envase de coriservy

Envitse soporic

FIasOo O mucsirs

Figura 1. Montaje para el ensayo de Mineralizacion.

Se tuvieron 10 repeticiones por cada tipo de suelo.
La mineralizacion fue evaluada mediante la medida del
"“CO, recolectado en pequefios frascos que contenian
15, 00 mL de NaOH 0,3 M dispuestos en el interior del
frasco hermético. Los frascos de pirex se colocaron en
una incubadora (Lab Line con control automatico de
temperatura) a 25 £ 2 °C, segun se observa en la Figura
2. Cada semana se cambid la solucion de NaOH y se
determiné el "“CO,. Se realizaron mediciones del “CO
producido cada 7 “dias durante 120 dias 17 sernanass
tomando alicuotas de 1,00 mL del NaOH, por triplicado,
utilizando liquido centellador HP Beckman tipo [I® para
muestras acuosas y midiendo la actividad en el contador
de centelleo. El "“CO, producto de la mineralizacion de
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Figura 2. Vista de las muestras en la incubadora en el ensayo
de mineralizacion.

la atrazina, se calcul6 con base en la actividad inicial de
las muestras.

Extraccion de la atrazina remanente y de sus
metabolitos

En las semanas 5, 9 y 17 de incubacion se retiraron cada
vez dos frascos por suelo para determinar la presencia de
atrazina y de sus metabolitos. Las muestras retiradas se
congelaron para detener la degradacion. Inicialmente se
analiz6 el contenido total de *C en la muestra retirada
y posteriormente se realizO una extraccion a 2,00 g
de suelo con 5 ml de metanol sometidos a ultrasonido
(Ultrasonic LC 30, EIma® ) durante 5 minutos. El *C de

esta fraccion se denomind extraible y la diferencia con el
total correspondi6 a la fraccion ligada.

Cromatografia de la fraccion extraible

En la fraccion extraible se determind la presencia de
atrazina y los metabolitos HA, DEA, DIA y DEDIA
mediante cromatografia de capa fina utilizando placas de
vidrio de 20 x 20 cm recubiertas con una pelicula de silica
gel GOF254® de 0,20 mm de espesor y dos sistemas de
solventes (Cuadro 5). La deteccion inicial se realizd por
UV, posteriormente se raspd la zona correspondiente a
cada compuesto, se recuperd en metanol y se cuantifico
la actividad de '*C por centelleo liquido. Con base en la
actividad total del extraible se calculo el porcentaje rela-
tivo de cada compuesto.

Adsorcion — Desorcion de la atrazina en el suelo

En este experimento se midio la sorcion de la atrazina
en dos suelo (“Usosaldana” y “Algodonal”). Se prepara-
ron seis soluciones diluidas en CaCl, 0,01M entre 0,82
y 10,55 pg/mL a partir de atrazina fiia y radiomarcada
segun el esquema que se presenta en el Cuadro 6. A cada
una de estas soluciones se les midi6 la actividad inicial
por centelleo liquido. El experimento se realizo en tubos
de centrifuga de 25,0 mL de capacidad. Se pesaron
2,0000 g de suelo y se afiadieron 5,00 mL de la solucion
respectiva; se tuvieron 4 repeticiones por dilucién por
tipo de suelo. Los tubos con suelo tratados con las solu-
ciones se dejaron en contacto (equilibrio) con agitacion
continua en un agitador orbital Lab Line Instruments®
durante 24 horas; enseguida se separd el sobrenadante

Cuadro 5. Mezcla de solventes para la separacion de la '*C atrazina y sus metabolitos mediante TLC.

Sistema Solvente Compuesto Rf
Atrazina (AT) 0,97
Cloroformo: 50 mL Hidroxiatrazina (HA) 0,58
Acetona: 30 mL - - : -
1 Acido acético: 15 mL Deetildeisopropilhidroxiatrazina (DEDIA) 0
Agua: 1 mL Deetilatrazina (DEA) 0,92
Deisopropilatrazina (DIA) 0,88
n-heptano: 70 mL .
2 Acetato de etilo: 30 mL Atrazina 0.80

Cuadro 6. Preparacion de soluciones diluidas de atrazina.

Concentracion de *C-atrazina

Concentracionde atrazina fria

Concentracion total de atrazina

(pug/mL) (ng/mL) (ug/mL)
0,57 0,25 0,82
0,52 0,50 1,02
0,53 1,00 1,53
0,54 2,50 3,04
0,52 5,00 5,52
0,55 10,00 10,55
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por centrifugacion a 10.000 rpm durante 15 minutos. Se
determino la actividad del '*C de en alicuotas de 1,00 mL
del sobrenadante por centelleo liquido; esta actividad
correspondia a la atrazina en equilibrio.

Para determinar la desorcion se procedié como sigue.
Una vez cuantificada la actividad del “C en el sobre-
nadante de los tubos con suelo, se retird la solucion
remanente con ayuda de una micropipeta. Luego se
adicionaron nuevamente 5,00 mL de solucion de CaCl,
0,01M y se dejo en contacto la solucion con el suelo
durante 24 horas con agitacion continua en el agitador
orbital, se centrifugd a 10.000 rpm, dejé decantar y se
tom6 una alicuota del sobrenadante para determinar la
actividad de *C por centelleo liquido, la cual se consi-
derd desorbida por el suelo. Fue necesario efectuar una
correccion debido a la pequefia cantidad de solucion
(aproximadamente 1 mL) que es practicamente imposi-
ble separar del suelo, para lo cual se pesaron los tubos
antes y después de agregar la solucion de CaCl, 0,01 M.
Con los datos obtenidos se construyeron curvas de adsor-
cion y desorcion. Los resultados obtenidos se ajustaron
al modelo de Freundlich y de acuerdo con los datos deri-
vados de éste ajuste se calcularon los valores de K para
cada suelo.

Movilidad de atrazina en el suelo

En este experimento se utilizo la técnica de Croma-
tografia de Capa Fina de Suelo (CCFS) descrita por
Helling (1971 a y b). Se utilizaron placas de vidrio de
10 x 20 cm. El suelo seco al aire se pas6 por un tamiz de
360u, se mezcld con agua hasta obtener una pasta mode-
radamente fluida, se extendi6 rapidamente sobre la placa
hasta obtener una capa homogénea y sin agrietamientos.
Las placas se secaron al aire y se procedio a aplicar las

soluciones de '“C atrazina y '“C glifosato, éste como
patron de comparacion; las placas se eluyeron en una
camara saturada de agua.

El revelado se llevo a cabo con placas para rayos X. Las
placas de vidrio con suelo se colocaron en contacto directo
con la placa radiosensible del mismo tamaiio. Una vez ase-
guradas las placas de vidrio con las placas radiosensibles,
se introdujeron en sobres de cartulina negra; luego se guar-
daron en una caja hermética negra para evitar cualquier
filtracion de luz, donde se dejaron en contacto durante 30
dias. Las placas se revelaron automaticamente en un Pro-
cesador Dent X 9000®; el tiempo de revelado fue de 4,5
minutos por placa. Posteriormente se midieron los Rf de
los compuestos en los diferentes suelos.

RESULTADOS
Y DISCUSION

Optimizacion de la determinacion de atrazina y
algunos de sus productos de degradacion en el
suelos por medio de Cromatografia Liquida de
Alta Eficiencia (HPLC).

Condiciones Cromatograficas

Selectividad. Se hicieron inyecciones de solucio-
nes obtenidas a partir de extractos de la matriz blanco
(suelo). No se encontraron sustancias que interfirieran
con los tiempos de retencion de los compuestos de inte-
rés, que fueron atrazina (AT), deetilatrazina (DEA) y
deisopropilatrazina (DIA); hidroxiatraxina (HA) se des-
carto del analisis pues hubo dificultades en el proceso de
extraccion. En la Figura 3 se presenta un cromatograma
obtenido a partir de una mezcla de los tres compuestos.

b
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Figura 3. Cromatograma obtenido con el gradiente acetonitrilo-agua y la mezcla de los tres compuestos; (1) deisopropilatrazina,

(2) deetilatrazina, y (3) atrazina.
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Linealidad. Para determinar la linealidad se evalud el
estimador de regresion (coeficiente de regresion lineal,
r?) usando la prueba ¢ de student (Cuadro 7). El coefi-
ciente de regresion lineal 12 no es significativamente
diferente de 1, lo cual indica que el modelo propuesto es
lineal (P = 0,005) (Cuadro 7).

Exactitud_(porcentajes de recuperacion). El Cuadro 8
contiene valores del porcentaje de recuperacion de atra-
zina y sus metabolitos deisopropilatrazina y deetilatra-
zina a tres concentraciones distintas dentro del rango de
la curva de calibracion usada. Los porcentajes de recupe-
racion para estos compuestos estuvieron entre el 45% al
65% para las concentraciones evaluadas, con coeficien-

tes de variacion entre 9,2% al 18,0 %; este porcentaje de
recuperacion puede ser bajo debido a que la matriz suelo
es muy compleja. Sin embargo, se puede decir que el
método de extraccion y limpieza resulté adecuado para la
determinacion de los compuestos en una matriz tan com-
pleja como el suelo, ya que se pudo extraer cantidades
de los compuestos superiores a los limites de deteccion y
cuantificacion. Es de tener en cuenta que de acuerdo con
la literatura (Sharon y Koskinen, 1990; Barriuso et al.,
1992a; Liwang et al., 1993; Borgaard & Streibig, 1988;
Stork, 1997), parte del compuesto puede estar ligado a
los componentes del suelo, por lo tanto con esta metodo-
logia solo puede determinarse la fraccion “extraible”, y
que es diferente segun sea el tipo de suelo.

Cuadro 7. Datos estadisticos para la evaluacion de la linealidad del método.

Parametro Deisopropilatrazina Deetilatrazina Atrazina
a -44466,0 -37530,0 -25885,0
b 188942,0 119367,0 133888,0
r 0,995 0,993 0,998
t. 17,23 14,53 27,33
t 3,182 3,182 3,182
n 5 5 5
S, 11441,0 8262,0 191440
S, 13965.0 10998.0 23368,0
LC, -63300,0; 14234,0 -64023,0; 5969,0 -71669,0; 58069,0
LC, 143798,0; 207318,0 86733,0; 139311,0 67930,0 ;174218,0
*t cateuta G, gl (n-2) =3 ; a = 0,05; a = intercepto; b = pendiente; r = coeficiente de regresion lineal; n = nimero de mediciones;

LC,y LC, = llimites de confianza paraay b; S y S, = varianzade ay b

Cuadro 8. Porcentajes de recuperacion para deisopropilatrazina, deetilatrazina y atrazina, a partir de muestras de suelo tratadas
con estos compuestos a tres concentraciones.

Deisopropilatrazina Deetilatrazina Atrazina

lzf(}’:;; 0,5 ug/mL 0,8 ug/mL 1,4 ug/mL | 0,5 pg/mL 0,8 pg/mL 1,4 pg/mL | 0,5 ug/mL 0,8 pg/mL 1,4 ug/mL
1 56 47 64 56 62 49 65 70 62
2 27 46 62 57 59 45 51 82 59
3 60 44 49 49 53 43 - 64 55
4 49 52 39 53 58 42 59 57 59
5 50 39 50 46 49 43 62 50 52
6 49 51 47 - 47 73 43" 50
S 5.0 4.7 9.2 7.0 5.17 2.71 8.06 12.3 4.62
X 53% 46% 52% 52% 56.% 45% 62% 65% 56%

C.V. (%) 9.4 10,0 18,0 13,5 9,2 6,0 13,0 19,0 8,0
n 5 5 6 6 5 6 5 5 6

---dato faltante

38

Agronomia Colombiana

Vol. 21 - Nos. 1-2




Limites de deteccién y cuantificacion del método. Los
limites de deteccion y cuantificacion del método en la

determinacion de deisopropilatrazina, deetilatrazina y
atrazina se muestran en el Cuadro 9; estos limites se
determinaron a partir de las curvas de calibracion y se
expresan en ug del compuesto/Kg.

Cuadro 9. Limites de deteccion y cuantificacion del método.

Precision. Los coeficientes de variacion que se obtu-
vieron al procesar muestras de suelo fortificadas con los
compuestos a dos concentraciones, variaron entre el 7%
y el 13% (Cuadro 10), valores relativamente bajos si se
tiene en cuenta que la matriz suelo tiene un alto grado
de complejidad.

Compuesto Limite de deteccion (ug/Kg) Limite de cuantificacion (ug/Kg)
Deisopropilatrazina 4 12
Deetilatrazina 13 43
Atrazina 11 37

Cuadro 10. Datos cromatograficos (area) para la evaluacion de la precision del método en la matriz suelo., de los compuestos en

estudio, a dos concentraciones.

Deisopropilatrazina Deetilatrazina Atrazina
Muestra 0,5 pg/mL | 1,4 ng/mL 0,5 pg/mL 1,4 ug/mL 0,5 ng/mL 1,4 ug/mL
1 104365 239423 34881 137194 59130 134199
2 84187 232267 35576 131153 46624 125330
3 87444 185998 30403 118948 53941 135436
4 84146 186224 33134 117768 56628 118230
5 98781 192824 28521 120914 66935 140456
S 9248 26280 2999 8543 7413 8863
X 91784 207347 32503 25195 56652 130730
C.V. (%) 10 13 9 7 13 7

En la Figura 4 se observan las curvas de calibracion
obtenidas con patrones y con adicion directa de los
compuestos atrazina, deisopropilatrazina y deetilatra-
zina a las muestras de suelo blanco. La separacion entre
las curvas es grande indicando efecto de la matriz, lo
cual era de esperarse ya que el suelo es una matriz com-
pleja (Figura 4).

Resultados del analisis de las muestras de suelo
tomadas en campo

El cromatograma de la Figura 5 indica que el suelo
blanco no estaba contaminado, pues no se detectaron
ninguno de los compuestos en estudio. A cada una de las
muestras de campo se le realizo el proceso de extraccion
y limpieza y luego el extracto se inyectd por duplicado
en el sistema cromatografico. En las muestras de campo
solo se detecto atrazina; los compuestos deetilatrazina y
deisopropilatrazina no fueron detectados en ninguna de
las muestras (Figura 6). Los resultados para la atrazina se
muestran en el Cuadro 11. Como era de esperarse, en el
muestreo inicial antes de tratar el suelo con el herbicida
atrazina, no se detectd este compuesto. En el segundo
muestreo (4 ddt) se encontrd una concentracion de 155,
184,y 161 ng de atrazina/Kg de suelo para los sitios 1, 2,
3 respectivamente; en el sitio 4 se encontrd una concen-
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tracion bastante mas alta, de 470 pg/Kg. En el segundo
muestreo (37 ddt) se encontrd que la concentracion habia
disminuido aproximadamente a 137 ng/Kgy a los 70 ddt
a cerca de 25 pg/Kg; en el ultimo muestreo efectuado
125 ddt la atrazina ya no se detecta. La concentracion
de atrazina en el sitio cuatro fue bastante alta comparada
con los otros sitios; posiblemente hubo traslape entre un
pase y el siguiente al aplicar el herbicida.

La no deteccion de atrazina ni de metabolitos deal-
quilados después de los 70 dias posteriores al trata-
miento, indicarian que las cosechas subsiguientes en
este suelo no sufriran efectos toxicos. Por otra parte,
la no deteccion de los metabolitos dealquilados DIA y
DEA podria deberse a que las cantidades de estos com-
puestos son tan bajas que no alcanzan a ser detectadas
mediante el método seguido, a que las arcillas favore-
cen la adsorcion de estos compuestos reduciendo las
cantidades extraibles y por consiguiente su biodispo-
nibilidad, o a que los metabolitos DIA y DEA no serian
los principales productos de degradacion en este caso.
Se ha comprobado ampliamente que la adsorcion de
compuestos organicos (como los plaguicidas de sinte-
sis quimica) a superficies arcillosas reducen su biodis-
ponibilidad (Cook & Hiiter, 1981; Walker & Blacklow,
1994; Reinhardt et al., 1990).
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Figura 4. Curva de calibracion para (a) deisopropialatrazina,
(b) deetilatrazina y (c) atrazina.

Evaluacion del efecto de la temperatura y
humedad sobre la degradacion de atrazina

En este experimento se determind la concentracion de
atrazina y de sus metabolitos dealquilados DEA y DIA en
suelo durante 60 dias después del tratamiento. La atrazina
fue detectada en los cuatro muestreos realizados (hasta los
60 ddt) durante el transcurso del experimento, mientras
que los metabolitos dealquilados no fueron detectados en
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ninguno de los muestreos. El analisis de varianza indico
que hubo diferencias significativas (P< 0,05 entre las can-
tidades de atrazina encontradas entre fechas de muestreo y
temperaturas; mientras que no hubo diferencias (P> 0,05)
por efecto de la humedad del suelo. Las interacciones
fecha de muestreo x temperatura, muestreo x humedad,
temperatura X humedad, y muestreo x temperatura x
humedad fueron significativas; por tanto, se analiza esta
interaccion triple (Figura 7). Las diferencias en la concen-
tracion de atrazina por efecto de la humedad del suelo no
presentaron en general, grandes variaciones; mientras que
resultaron mas importantes las diferencias por efecto de
la temperatura. Asi, 15 dias después de tratar (ddt) con el
herbicida las cantidades de atrazina encontradas a 20°C
variaron entre 682 a 790 ug/Kg de suelo y entre 539 a
676 pg/Kg a 30°C, lo que representa una reduccion en
la concentracion del compuesto entre el 21% y el 14 %
a 30 °C respecto a 20°C; 60 ddt las concentraciones de
atrazina estuvieron entre 224 a 238 pg/Kg a 20°C y entre
173 ng/Kg a 108 pg/Kg a 30°C; en esta ultima situacion,
al comparar las concentraciones del compuesto a 25% de
cc respecto a 50% y 75% de cc, se calcula una reduccion
del 37%, lo que significa que en el tiempo, ocurre mayor
degradacion del herbicida bajo la condicion de alta tem-
peratura y alto contenido de humedad del suelo (Figura 7)
.En algunos estudios se ha encontrado mayor influencia
de la temperatura en la velocidad de degradacion de pes-
ticidas en comparacion con el efecto de la humedad del
suelo (Walker y Blacklow, 1994; Reinhardt et al., 1990;
Mukherjee & Gopal, 1996).

Mineralizacion de la atrazina en el suelo

En las mediciones del “C oxidado, debido a que se
retiraron repeticiones para evaluar la presencia de los
metabolitos y el compuesto parental en diferentes tiem-
pos, hasta la semana 5 se tuvieron 10 repeticiones por
cada suelo; de la semana 6 hasta la semana 9 se tuvieron
8 repeticiones y de la 10 en adelante, 6 repeticiones por
suelo. La cantidad de '“CO, (%) determinada en cada
suelo semanalmente se muestra en el Cuadro 12. Con
el acumulado de la mineralizacion se obtuvieron las
siguientes ecuaciones de segundo orden para cada uno
de los suelos:

Y, =-0,1202 +0,5275X + 0,0038X?; r*= 0,98
Y, =-0,0665+0,4836X + 0,0151X? r*= 0,98

Donde Y, y Y, corresponden al valor acumulado de
mineralizacion para los suelo “Usosaldafia” y “Algo-
donal” respectivamente, y X corresponde al tiempo en
semanas de 1 a 17. No hubo diferencias apreciables en
el proceso de mineralizacion de la '*C-atrazina entre los
dos suelos (Cuadro 12). Ademas, la mineralizaciéon del
herbicida realmente fue muy baja; asi, al término de 17
semanas solo se habia mineralizado el 9,5% en el suelo
se “Usosaldana” y el 11% en el suelo “Algodonal”.

14C extraible v #C ligado. El Cuadro 13 contienen los
resultados obtenidos (en porcentaje) de “C-atrazina o sus
metabolitos extraibles y ligados para cada suelo y cada
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Tiemps de retencion (minutos]

Figura 5. Cromatograma obtenido a partir del extracto de una muestra de suelo blanco. El pico que se observa al tiempo 0,8 minu-
tos no corresponde con los tiempos de retencidon de ninguno de los compuestos de interés.

Tempo de retencion (mimutos)

Figura 6 . Cromatograma obtenido a partir del extracto de una muestra de campo. El pico que se observa al tiempo 5,6 minutos
corresponde a atrazina.
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Cuadro 11. Concentraciones de atrazina (ng/Kg) en muestras de suelo de una parcela de maiz tratada con este herbicida, en Sal-

dana, Tolima.

Muestreo 1 Muestreo 2 Muestreo 3 Muestreo 4 Muestreo S
Blanco 4 ddt 37 ddt 70 ddt 125 ddt
ng/Kg ng/Kg ng/Kg ug/Kg ng/Kg
S1 S2 S3 S4 | S1 S2 S3 S4 | ST S2 S3 S4 | ST S2 S3 S4 ST S2 S3 M4
nd nd nd nd|173 178 92 407| 73 111 123 200 42 nd nd 58 [nd nd nd nd
nd nd nd nd|164 193 87 395 70 8 -- 20439 nd- nd 52 (nd nd nd nd
nd nd nd nd|148 171 134 536| 8 76 83 182 38 37 =nd 40 |nd nd nd nd
nd nd nd nd|134 192 145 5221102 - 96 189 45 48 =nd 42 |nd nd nd nd
nd nd nd nd| -- 175 18 490 90 115 8 360 43 nd nd 43 ([nd nd nd nd
nd nd nd nd| - 195 179 - 1]193 117 98 375(43 nd nd - |nd nd nd nd
Promedio por sitio 155 184 137 470 8 107 98 251 | 42 42 47
Promedio general 233,0 137,0 24.8 nd
C.V. (%) 11.0 5.7 30.0 14.0|14.0 13.0 16.0 36.0| 6.3 - 16
Numero de muestras 4 6 4 5 6 5 5 6 6 2 5
n.d: No detectado; ---: dato faltante; S1- S4: nlimero del sitio de muestreo; ddt: dias después del tratamiento
lapso de tiempo de mineralizacion. En los dos suelos, es
Bo0 5 _ notable el proceso de ligamiento al suelo de la atrazina
2 i g Lol y/o sus metabolitos; al término de cinco semanas la frac-
-4 it cion ligada correspondia entre el 56,5% y el 49%, y fue
= ey R s superior al 70% al cabo de 17 semanas. Probablemente
§ 50 by con el tiempo y repetidas aplicaciones de este herbicida,
E w0 "ty puede ir acumulandose en el suelo bajo la forma de los
- 1 llamados residuos recalcitrantes, los que van siendo des-
3 i T orbidos del suelo lentamente (Hance, 1980 ). Por otra
- — parte, la fraccion extraible esta relacionada con la can-
g 100 ey e tidad de un compuesto plaguicida que es bioldgicamente
i S il b activo en el suelo (Hance, 1980 ; Weber ef al.,1993).
10 ] ki 44} i £ T
P L Cromatografia de la fraccién extraible. En los ensayos
de separacion por cromatografia de capa delgada, se
detectaron solo atrazina y su metabolito hidroxiatrazina
(Cuadro 13). Los resultados que se obtuvieron indican
baja transformacion de la atrazina, esto es, que el por-
_ B — centaje de *C extraible como '*C atrazina fue superior al
2 0 Z . 85% hasta la semana 9; ya al termino del tercer periodo
- \ (semana 17) el "*C extraible como '*C-atrazina fue infe-
£ . rior en el suelo “Algodonal” (62%) con relacion al suelo
g ol “Usosaldafia” (83,6%), por tanto, en este ultimo suelo se
% &0 N dio menor transformacion de '*C atrazina a '*C hidroxia-
\ 3 Ly trazina (Cuadro 13).
L. = L
E 200 g — 35 e . N L,
3 i P Durante los primeros 35 afios de comercializacion de la
' B & A atrazina, se asumio que el catabolismo de este compuesto
) era solo parcial (de Souza et al., 1998). También, se creia
B XN XN 4 W &N W que la dealkilacion, que conduce a la formacion de dee-
Do chunconbi il il tilatrazina y deisopropilatrazina, era la principal ruta del
catabolismo microbiano de la atrazina; mientras que la

Figura 7. Evolucion de la degradacion de la atrazina a dos tem-
peraturas, (A) 20° y (B) 30 °C y tres niveles de humedad del
suelo (25, 50y 75% de capacidad de campo), bajo condiciones
controladas.
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hidrélisis, que conduce a la formacion de hidroxiatrazina,
se considerd una via sélo de procesos abidticos (Erickson
& Lee, 1989). Sin embargo, en la pasada década se han
podido aislar algunas bacterias aerobicas que pueden
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Cuadro 12. Mineralizacion de “C-atrazina a *CO, después de 17 semanas en dos suelos.

Suelo “Usosaldafia” Suelo “Algodonal”
Tiempo (Semanas)
%'CO, Semanal %'CO, Acumulado %'"CO, Semanal %'"CO, Acumulado
1 0,63 0,63 0,29 0,29
2 0,51 1,14 0,24 0,53
4 0,58 1,72 0,51 1,04
5 0,57 2,30 0,62 1,66
6 0,64 2,93 0,74 2,40
7 0,67 3,60 0,93 3,33
8 0,68 4,29 0,91 4,24
9 0,49 4,78 0,62 4,87
10 0,81 5,59 1,13 6,00
11 0,69 6,29 0,98 6,98
12 0,73 7,01 0,88 7,86
14 0,88 7,89 1,29 9,14
16 1,11 9,00 1,66 10,80
17 0,52 9,53 0,61 11,41
* Hasta la semana 5 los resultados son promedio de 10 repeticiones Cantidad de suelo incubado: 200 g
* De la semana 6 a la semana 9 los resultados son promedio de 8 repeticiones | Temperatura de incubacion: 25°C
* De la semana 10 a la 17 los resultados son promedio de 6 repeticiones 14C-atrazina+atazina fria aplicada: 2,0 kg i.a./ha

Cuadro 13. Porcentaje de "C en la fraccion ligada y extraible, y composicion porcentual de la fraccion extraible.

Fraccion Ligada

Fraccion Extraible (%)

Suelo Semana o

(%) Atrazina Hidroxi-atrazina Total

Usosaldana 56,5 40,5 (93,1)* 3,00 (6,9) 435
52,7 44,6 (94,3) 2.7(5.7) 473

17 743 21,5 (83.6) 42 (16,4) 257

Algodonal 48,9 47,1 (92.2) 4,0 (7.8) 51,1
62.3 32,3 (85,7) 5.4 (14,3) 37,7

17 80,4 12,2 (62,2) 7,4 (37,8) 19,6

* Los valores en paréntesis representan la proporcion (%) en la fraccion extraible, de atrazina e hidroxiatrazina

degradar completamente la atrazina (Mandelbaum et al.
1995; Struthers et al., 1998; Topp et al., 2000; Rousseaux
et al.,2001). Varias de ellas pueden hidrolizar la atrazina
a hidroxiatrazina, compuesto que es a su vez transfor-
mado a acido ciandrico, mediante una nueva ruta. En
este trabajo no se detectaron otros metabolitos diferentes
a la hidroxiatrazina usando técnicas analiticas isotdpicas
("*C), y ninguno con técnicas de extraccién convencio-
nales y separacion por HPLC, lo cual sugiere que el
principal producto de transformacion de la atrazina es
la hidroxiatraxina, mediante catabolismo microbiano o
hidroélisis quimica.

2003

Adsorcion — Desorcion de la atrazina en los
suelos

En el Cuadro 14 se presentan los resultados del expe-
rimento de adsorcion—desorcion. Los resultados del
ajuste de las curvas de adsorcion-desorcion a una recta
se presentan en el Cuadro 15. Las curvas de adsorcion
indican respuesta lineal; esto es, que los suelos tienen afi-
nidad por el herbicida en el intervalo de concentraciones
evaluado, siendo la adsorcion del compuesto menor en
“Algodonal” respecto a “Usosaldafia”. Los coeficientes
de correlacion lineal de la adsorcion fueron superiores a
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Cuadro 14. Resultados del ensayo de adsorcion - desorcion de atrazina en dos suelos.

Atrazina adsorbida

Atrazina desorbida

Concentracion  Actividad
SUELO Actividad Concentraciéon Actividad  Concentracién
ug/mL DPM ng/g ng/g
DPM pg/mL DPM pg/mL
0,8156 59962,87 26.433,69 0,36 0,23 10.097,52 0,14 0,10
1,0240 55556,72  23.946,33 0,44 0,29 9.120,93 0,16 0,20
B 1,5294 56131,13  23.977,77 0,65 0,44 8.898,75 0,25 0,24
Usosaldana
3,0357 56791,36  29.520,16 1,58 0,72 10.492,66 0,57 0,19
5,5183 5495429  24.483,44 2,46 1,51 9.761,78 1,01 0,99
10,5492 5822213 25.426,49 4,61 2,98 10.529,37 1,86 1,62
0,8156 59962,87  46.654,91 0,63 0,09  12.259,76 0,17 0,09
1,0240 55556,72  41.062,72 0,76 0,13 11.754,34 0,22 0,07
1,5294 56131,13  44.778,18 1,22 0,15 11.718,44 0,32 0,14
Algodonal
3,0357 56791,36  41.582,32 2,22 0,39 12.320,80 0,66 0,28
5,5183 54954,29  39.515,66 3,97 0,77  11.460,91 1,55 0,88
10,5492 58222,13  42.126,43 7,63 1,50  11.706,03 2,12 1,53
DPM: Desintegraciones por minuto
Valores promedio de 4 repeticiones y 3 lecturas por actividad por repeticion.
Volumen de lectura de 1,00 mL y volumen del extracto de 5,00 mL.; peso del suelo aproximadamente 2,00 g.
Tiempo de contacto: 24 horas
0,98 (Cuadro 15) y no se observa, por lo menos hasta la
concentracion maxima usada (10,55 pg/mL), que haya oM
una tendencia a disminuir tal afinidad (Cuadro 14).
Respecto a la desorcion, la tendencia también fue lineal,
solamente que el coeficiente de correlacion fue menor '
comparado con el de adsorcion, pero superior a 0,93 =
(Cuadro 15). e
. 5] 7, 0 00 I 10
’ - & ¥ &
Cuadro 15. Resultados del ajuste lineal de las curvas de il L
adsorcion — desorcion de la atrazina en dos suelos (ug /g vs. -
(ug/mL). ] as ¥
m UECEALDAAN & ALGODONAL
Suelo “Usosaldafia” | Suelo “Algodonal”
r’ m b r’ m b
Adsorcion | 0,9889 0,64 -0,05 10,9963 0,20 -0,05
Desorcion | 0,9480 0,89 -0,03 [0,9314 0,80 -0,12 i i
m = pendiente, b = intercepto [
.l
. . - 1.50 1,00 0.50 10 0,50
Al examinar las isotermas de adsorcion ajustadas al . 0,50
modelo de Freundlich (Figura 8), que relaciona mate- i r . .
maticamente la cantidad de material adsorbido con su F “az 100
concentracion, se evidencié una clara tendencia a la r
linealidad (r? entre 0,90 0,98; Cuadro 16) y por lo tanto, X 1.50
se confirma asi que la adsorcion de la atrazina en los dos = ;
suelos se ajusta bastante bien a dicho modelo (Cuadro -+
16), lo que permite calcular la constante de adsorcion s i
K; esta constante indica el grado de afinidad de los B UEOSALOARA 4 ALGODORA
suelos con el herbicida. Como se observa en el Cuadro

16, “Usosaldafia” present6 un valor de K, cuatro veces
mayor que “Algodonal”, aunque con un valor relativa-
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Figura 8. Isotermas de (A) adsorcion y (B) desorcion de la
atrazina en dos suelo, ajustadas al modelo de Freundlich.
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Cuadro 16. Parametros de las curvas de adsorcion — desorcion de la atrazina en dos suelos ajustados al modelo de Freundlich.

Suelo “Usosaldana”

Suelo “Algodonal”

Parametro Adsorcion Desorcion Adsorcion Desorcion
R? 0,9829 0,8392 0,9001 0,7126
1/n 0,9601 0,9833 1,1232 0,9308
K 0,61 0,72 0,14 0,64

d

mente bajo (Cuadro 16); lo que puede explicarse debido
a su mayor contenido de arcilla (18,4%). Las cualidades
adsorbentes de las arcillas son bastante conocidas. Con
relacion al factor de cubrimiento (1/n), los valores son
cercanos a la unidad (monocapa) (Cuadro 16), y esta
situacion valida el sentido fisico de los valores K , puesto
que la aproximacion a Freundlich considera la adsorcion
de una monocapa de moléculas de sorbato sobre una
superficie heterogénea.

En cuanto a la desorcion, aunque también hubo una
tendencia a la linealidad (1? entre 0,71 y 0,84; Cuadro
16) no es tan marcada como en el caso de la adsorcion,
y por tanto, el grado de ajuste al modelo es menor. Las
K fueron calculadas de acuerdo con el modelo (Cuado
l(g), y se observa una menor diferencia entre los suelos
en la desorcion; el suelo Algodonal desorbe con mayor
facilidad que lo que adsorbe (Cuadro 16), situacion
que esta relacionada con su alto contenido de arena
(66,0%). Los valores 1/n o factor de cubrimiento (que
se calcula con la pendiente de la recta de ajuste) son
cercanos a la unidad (Cuadro 16). En el caso del suelo
“Usosaldafna” no presentaron diferencia con el valor
de la respectiva curva de adsorciéon (1/n de adsorcion
= 0,96 y desorcion = 0,98; Cuadro 16), lo cual signi-
fica que especificamente para una concentracion de
compuesto dada en la solucion del suelo la cantidad
de atrazina retenida puede ser calculada mediante los
valores de la curva de adsorcién. En este caso particu-
lar, por tanto, no se present6 el fendémeno llamado de
histéresis de desorcion. La histéresis se caracteriza por
la retencion de moléculas que no son desorbidas com-
pletamente. Por el contrario, en el suelo Algodonal los
valores de 1/n de adsorcidon y desorcion fueron dife-
rentes (1,12 y 0,93, respectivamente; Cuadro 16); por
tanto, la histéresis fue importante en este suelo, hecho
que puede explicar el mayor porcentaje de producto
ligado a partir de la semana 9, asi como la presencia
de HA en mayor proporcidn, segun se pudo evidenciar
en el experimento de mineralizacion.

El fenémeno de la histéresis no puede atribuirse a una
caracteristica en particular de un determinado suelo, sino
que es el resultado de diversos factores que convergen en
un mismo suelo que impiden que haya una total recupe-
racion del herbicida; entre estos factores esta la posible
formacion de enlaces que hacen que el herbicida pase a
ser un compuesto inactivo o inactivado, o la degradacion
del pesticida que permite la formacion de sus metabolitos
de degradacion.

2003

Movilidad de la atrazina en dos suelos

El Cuadro 17 contiene los resultados obtenidos en el
ensayo de movilidad por el método de Cromatografia
en Capa Fina de Suelo de Helling (1971 by ¢ ), en los
dos suelos.

Cuadro 17. Valores de Rf para atrazina y glifosato en los suelos
estudiados.

Suelo Usosaldaiia Algodonal
Herbicida  Atrazina  Glifosato ATRAZINA GLIFOSATO
Rf 0,345 0 0,690 0

Los resultados de la movilidad evidencian claramente
que el glifosato es un herbicida practicamente inmovil
comparado con la atrazina en los suelos estudiados. De
acuerdo con Helling (1971 a, b y c) la atrazina present6
en “Usosaldana” movilidad baja y en el suelo “Algodo-
nal” la movilidad fue media (Figura 9). Esta movilidad
se debe inicamente a la difusion en la fase suelo - agua.
De los resultados anteriores también se puede inferir que
hay alta probabilidad de contaminaciéon de aguas sub-
terraneas cuando la atrazina se aplica en suelos de tipo
arenoso, como es el caso del suelo “Algodonal”, donde
ocurrié movilidad del herbicida.

“Algodonal™

*Lisosaldaiia™

Figura 9. Movilidad de atrazina (a) comparada con la de glifo-
sato (g) en dos suelos: “Usosaldafia” y “Algodonal”.
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De los resultados importantes que se obtuvieron en
este trabajo, se puede resaltar que el método de ana-
lisis de atrazina, deisopropilatrazina y deetilatrazina
en muestras de suelo con la técnica de cromatografia
liquida de alta resolucion con deteccion ultravioleta
(218 nm), resultdo adecuado por ser selectivo para la
determinacion de los compuestos atrazina, deisopro-
pilatrazina, y deetilatrazina a partir de las muestras
de suelo; es lineal en el rango de 0,2 — 2,0 pg / mL
para los compuestos atrazina, deisopropilatrazina y
deetilatrazina.; estos compuestos se recuperaron en
cantidades que oscilaron entre 45% a 65%,(fraccion
extraible) a partir de suelo “Usosldafia”; el parametro
precision present6 valores del coeficiente de variacion
entre 7% a 13%; el método tiene un limite de detec-
cidén para los tres compuestos, que estd entre 4,0 y
1,0 pg/ Kg de suelo; las condiciones cromatograﬁcas
permltleron la determinacion simultanea de [os tres
compuestos en un tiempo de 11 minutos y con un bajo
consumo de solventes, y los procesos de limpieza uti-
lizados (extraccion en fase solida con C .y extraccion
liquido-liquido) permltleron obtener soluciones libres
de compuestos organicos que interfieran en el analisis
cromatografico. Con base en el resultado del analisis
de las muestras de campo se pudo detectar la atrazina
hasta por setenta dias después de su aplicacion, a con-
centraciones de 137 y 24,8 ng/Kg a los 37 y 70 ddt,
respectivamente. La temperatura ambiente, mas que la
humedad del suelo, resultd ser un factor determinante
en la degradacion de la atrazina en este suelo. Ocurre
una mayor degradacion del herbicida a 30 °C que a 20
°C, bajo condiciones de laboratorio. Los compuestos
deisopropilatrazina y deetilatrazina no se detectaron
en ninguno de los experimetos.

La mineralizacion de la atrazina en los suelos estu-
diados fue baja, de maximo 11% hasta los 120 dias que
dur6 la experiencia, y debido a que no se observo una
tendencia marcada en el decaimiento en la produccion
del *CO., se considera que éste tiempo no fue suficiente
paraeva uar la degradacion total del herbicida y a su vez
el tiempo de vida media. El uso de técnicas isotopicas
permitieron la deteccion del metabolito hidroxiatrazina;
sin embargo, la transformacion de la molécula parental
a hidroxiatraxina fue relativamente baja, de maximo un
38%. Adicionalmente, los suelos presentaron una afini-
dad alta por el herbicida en el intervalo (0,8156pg/mL a
10,5492 pg/mL) y los procesos de adsorcion-desorcion
se ajustaron al modelo de Freundlich. Como era de
esperarse, el valor de K, fue mayor en el suelo “Uso-
saldafia”; al tener mayor contenido de arcillas y materia
organica 'la atrazina se liga a estos coloides. Por otra
parte, la mayor transformacion de la atrazina a hidroxia-
traxina en el suelo “Algodonal”, a pesar de ser un suelo
con bajo contenido de materia organica que supone baja
actividad microbial, se podria explicar por la probable
predominancia de una ruta de transformacion abidtica
sobre la transformacion microbiologica.

Al comparar los resultados de la disipacion del
herbicida en el campo mediante HPLC y las deter-
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minaciones con técnicas isotopicas bajo condicio-
nes controladas de laboratorio, se evidencia que la
presencia de residuos de atrazina biodisponibles
(no ligados) en el sueloen condiciones de campo no
va mas alld de los 70 dias, mientras que el uso de
la metodologia con "C indica que el herbicida va
ligdndose con el tiempo al suelo, y que en 120 dias
(ciclo de vida por ejemplo del maiz en clima célido)
no se alcanza a mineralizar (total transformacion) ni
siquiera el 50% del compuesto inicialmente aplicado.
Estos resultados son importantes, pues indican que
el herbicida permanece ligado al suelo constituyendo
residuos recalcitrantes, los que pueden ir siendo libe-
rados lentamente con el tiempo. La pregunta entonces
es, ¢estos residuos recalcitrantes estarian afectando
o interfiriendo con organismos no objetivo, y entre
ellos, los cultivos de rotacion subsiguiente? Si los
cultivos de rotacion son altamente sensibles al her-
bicida, es de esperarse fitotoxicidad. El efecto sobre
otros organismos no objetivo dependen de la cantidad
de compuesto que se va liberando y que pasa a la
soluciéon del suelo, y a la sensibilidad particular de
los diferentes organismos que habitan el sitio. Por
ejemplo, de acuerdo con los trabajos del profesor
T. Hayes de la Universidad de Berkeley, California,
la atrazina estd haciendo que algunas ranas desarro-
llen 6rganos sexuales andmalos a concentraciones
30 veces mas bajas que los niveles encontrados en
el agua potable (Royte, 2003). Finalmente, en con-
diciones de campo se espera mayor lixiviacion del
herbicida en el perfil del suelo “Algodonal”, particu-
larmente durante el periodo cercano a la aplicacion,
pues el compuesto tiende a ligarse al suelo a medida
que pasa el tiempo.
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