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I. PRESENTACION

El Master “Residuos de plaguicidas y contaminantes. Control alimentario y
ambiental”, curso 2011-2012, consta de 60 créditos ECTS y estd estructurado en 5
modulos. Los tres primeros son de contenido tedrico, el cuarto de caracter practico y el
quinto corresponde al Trabajo Fin de Master. El master lo he cursado en dos cursos
académicos. Durante el curso 2008-2009 realicé los mddulos 3 y 4 y en el curso
académico 2011-2012 he realizado los moédulos 1 y 2, asi como el Trabajo Fin de

Master.
Los modulos en los que se compone el Master son:
Modulo 1. Plaguicidas (12 ECTS)
Modulo 2. Contaminantes (9 ECTS)
Modulo 3. Gestion de laboratorios (9 ECTS)
Modulo 4. Experimentacion en técnicas cromatograficas (15 ECTS)

Modulo 5. Trabajo Fin de Master (15 ECTS)

Moédulo I — Plaguicidas (2011-2012)

Se desarrollan las siguientes asignaturas:

1. Plaguicidas. Aplicaciones y tendencias (3 créditos).

2. Politicas de seguridad alimentaria (3 créditos).

3. Registro de plaguicidas (3 créditos).

4. Formulaciones de plaguicidas. Liberacion controlada (3 créditos).

En la primera asignatura, se han estudiado las diferentes técnicas de aplicacion de los
plaguicidas, con las tendencias actuales para llevar a cabo una aplicacion mas efectiva.
También se ha indicado la repercusion a nivel mundial del uso de plaguicidas y en la

segunda parte de la asignatura se han visto las diferentes familias de estos compuestos.

En la segunda asignatura, se han adquirido las bases para una politica alimentaria
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efectiva, determinando cuales son los riesgos tanto potenciales como reales para la salud
de los consumidores derivados de los alimentos, tanto a nivel de la produccion como de
su procesado. Asi, se ha estudiado toda la legislacion aplicable a nivel mundial y sus
trasposiciones a nivel europeo y nacional en los diferentes Reglamentos, Directivas y
Reales Decretos. En la segunda parte de la asignatura se han estudiado los sistemas de
control establecidos y su eficacia para asegurar la correcta aplicacion y control de las

distintas normativas.

Ademas, se han estudiado en las otras asignaturas aspectos sobre tipos, aplicaciones y
formulaciones de liberacion controlada de plaguicidas, considerando tanto la eficacia

como su impacto en el medioambiente.

Moédulo IT — Contaminantes (2011-2012)

Consta de las siguientes asignaturas:

l. Calidad y trazabilidad alimentaria (3 créditos).
2. Contaminacion y remediacion de suelos (3 créditos).
3. Contaminantes. Significacion alimentaria y ambiental (3 créditos).

En este mdédulo se definen los conceptos de trazabilidad, el plan plurianual de control
oficial y la organizacion de controles oficiales, fijando histéricamente su aparicion y

explicando la legislacion que los define y desarrolla.

Se ha proporcionado una vision sobre los contaminantes mas relevantes en el suelo y
los diferentes métodos y técnicas para la prevencion, asi como para la remediacion de

suelos contaminados.

Finalmente, se han abordado aspectos de toxicologia general, alimentaria y ambiental,
destacando la clasificacion de sustancias toxicas, el fenomeno toxico y las fases de la

accion toxica.

Moédulo IIT — Gestion de laboratorios (2008-2009)

Consta de las siguientes asignaturas:
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1. Muestreo. Preparacion de muestras (3 créditos).
2. Tratamiento de datos analiticos. Control de calidad (3 créditos).
3. Gestion de la calidad en laboratorios (3 créditos).

En este modulo, en la primera asignatura se estudian los requisitos basicos del
muestreo y los distintos tipos de métodos de muestreo. También se estudia como

disefiar un plan de muestreo, los errores asociados al mismo y la legislacion relacionada.

Por otro lado, se evaltian los distintos procedimientos de la preparacion de muestra,

asi como una clasificacion de las técnicas de extraccion.

También se han expuesto los tipos de tratamientos de datos analiticos, control de

calidad y la validacion de métodos analiticos cualitativos y cuantitativos.

En las otras dos asignaturas se han estudiado los sistemas de calidad, indicando las
normas de calidad y gestion ambientales aplicables generales, asi como las mas
especificas para el trabajo de laboratorio en relacién a su gestion y acreditacion,
indicando como desarrollar el manual de calidad para cada tipo de norma. Ademas, se

han estudiado las buenas practicas de laboratorio.

Modulo IV — Experimentacion en técnicas cromatograficas (2008-2009)

Consta de las siguientes asignaturas:

1. Espectrometria de masas (3 créditos).

2. Productos de transformacion de plaguicidas (2 créditos)

3. Exposicion a plaguicidas (2 créditos).

4. Experimentacion en cromatografia de gases (4 créditos).

5. Experimentacion en cromatografia de liquidos (4 créditos).

En la asignatura de Espectrometria de Masas se ha estudiado todo lo referente a la
técnica de espectrometria de masas como tipos de fuentes de ionizacion, analizadores,
modos de operacion y su aplicacion para la identificacion de plaguicidas y sus posibles

productos de degradacion en el sector agroalimentario y ambiental.
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A través de los contenidos de la asignatura de “Productos de transformacion de
plaguicidas” se tocaron temas sobre los procesos de transformacion de plaguicidas, las
caracteristicas fisico-quimicas de los mismos, su determinaciéon y extraccion, la
identificacion de los compuestos de transformacion de los plaguicidas mediante
espectrometria de masas y otras técnicas, y el desarrollo de estrategias de identificacion
en estudios de degradacion. Ademas, se estudiaron los fundamentos y aplicaciones de la
cromatografia de liquidos acoplada a un equipo de resonancia magnética nuclear
(RMN). Como practica, se visitd el Servicio Central de Investigacion donde se estudio

el funcionamiento de un equipo de RMN.

En la asignatura de “Exposicion a plaguicidas” se han estudiado metodologias
analiticas para la evaluacion de riesgos de exposicion humana a plaguicidas como
consecuencia de su aplicacion en cultivos intensivos, asi como las medidas de seguridad
que se tienen para evitar la exposicion a los plaguicidas durante su aplicacion, como son
los equipos de proteccion individual (EPIs), que usen los aplicadores y los equipos de

proteccion colectivos.

Finalmente, en las dos ultimas asignaturas del Master, “Experimentacion en
cromatografia de gases” y “Experimentacion en cromatografia de liquidos”, que han
sido fundamentalmente de cardcter experimental, se han realizado trabajos de
laboratorio donde se han evaluado las técnicas cromatograficas, tanto de liquidos como
de gases acopladas a los diferentes tipos de detectores tanto convencionales (p. e€j.
fluorescencia) y avanzados (p. €j. espectrometria de masas). Asi, se ha estudiado como
influyen en la determinacion de plaguicidas los diferentes tipos de cromatografia
existentes, como la eleccidon de un tipo de deteccion u otros, condiciones de separacion

cromatografica (tipo de fase movil, programacion de temperaturas, etc.).

Moédulo V — Trabajo fin de master (15 Créditos) (2011-2012).

El Trabajo Fin de Master titulado “Evaluacion de la presencia de plaguicidas en
suelos agricolas almerienses” se encuadra en la linea de investigacion “Métodos
analiticos para residuos y contaminantes organicos en muestras alimentarias,
ambientales y biologicas mediante técnicas cromatograficas acopladas a espectrometria

de masas”.
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En el desarrollo de este trabajo de investigacion se han adquirido habilidades y

conocimientos para:
1- El tratamiento y analisis de datos experimentales.

2- Busqueda de informacion relacionada con el trabajo cientifico desarrollado.
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I1.- MEMORIA CIENTIFICA.
1. Objeto y campo de aplicacion.

Los objetivos que se pretenden alcanzar mediante la realizacién del presente Trabajo

Fin de Master son:

= Realizar un estudio de la presencia de plaguicidas en el suelo de distintos
invernaderos de la provincia de Almeria, donde se estan aplicando précticas

relacionadas con la lucha integrada.

= Observar la evolucién de los plaguicidas en el suelo durante el tiempo al realizar

distintos muestreos.

= Monitorizar la evolucion de los plaguicidas persistentes y prohibidos por la
legislacion, asi como los permitidos, comparando los resultados obtenidos con

los limites maximos de residuos fijados por la legislacion espafiola.
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2. Introduccion.

2.1. El suelo y su composicion.

La palabra suelo se deriva del latin solum, que significa suelo, tierra o parcela'. El
suelo es esencial para la vida, como lo es el aire y el agua, y cuando es utilizado de
manera prudente puede ser considerado como un recurso renovable. Es un elemento de
enlace entre los factores bidticos y abiodticos y se le considera un habitat para el

desarrollo de las plantas.

Los suelos constan de cuatro grandes componentes: materia mineral, materia orgénica,
agua y aire, siendo la composicion volumétrica aproximada de 45%, 5%, 25% y 25%,
respectivamente’.

a) Composicion quimica.
En relacion a la composicion quimica de los suelos, en la Tabla 1 se muestra la

composicion en funcién del tipo de suelo/roca, pudiendo sefialar que los principales

componentes, de manera general, son Si0; y A12033.

Tabla 1. Composicion quimica de los suelos.

Constituyente Rocas igneas | Suelo volcanico | Suelo medianamente | Suelo altamente Roca
promedio reciente meteorizado meteorizado volcinica
Si0, 59.1 49.2 314 3.3 62.0
AL Os 153 20.0 253 18.5 19.5
Fe,04 7.3 17.5 1.3 63.0 4.5
TiO, 1.0 1.7 1.1 0.8 0.8
MnO 0.1 ND' ND 0.4 0.6
CaO 5.1 1.0 0.1 0.1 5.0
MgO 3.5 1.0 0.1 0.3 2.1
K0 3.1 0.6 0.5 0.1 1.8
Na,O 3.8 1.3 0.1 0.5 4.3
P,05 0.3 ND ND ND 0.2
SO; 0.1 ND ND ND 0.0
Perdida ignicion 1.2 ND' 10.32 12.7 ND
Total 99.9 100.3 70.22 99.7 100.3

''ND: No detectado
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b) Composicion biologica.

Los organismos del suelo juegan un papel muy importante en la transformaciéon de la

materia orgdnica y su presencia es indispensable para la fertilidad de los suelos.

De forma general, el suelo presenta macrofauna, mesofauna y microorganismos. La
macrofauna estd compuesta por lombrices, milpiés, ciempiés, hormigas, chanchitos de
humedad, etc., mientras que la mesofauna se encuentra representada por colémbolos,
opiliones, nematodos, etc.*. Por otro lado, entre los microorganismos se pueden
encontrar los protozoos, bacterias y algunos hongos y algas microscopicos. Existen
millones y participan en la descomposicion de la materia organica, mostrandose a modo

de ejemplo en la Tabla 2 el promedio de algunas poblaciones microbianas’.

Tabla 2. Poblaciones microbianas de un suelo cultivado fértil (nimero de

organismos por gramo de suelo).

ORGANISMO NUMERO
Eubacterias:

Por recuento microscopico directo 2.500.000.000
Por recuento de bacterias viables sobre agar comin 15.000.000
Actinomicetos 700.000
Hongos 400.000
Algas 50.000
Protozoos 30.000

Cuanto mayor sea la actividad microbiana, mas rapida sera la degradacion de los
compuestos organicos presentes en el suelo, incluidos los plaguicidas. Paralelamente, la
disminucion del contenido en residuos de plaguicidas también puede ocurrir por la
evaporacion y la fotodescomposicion®. La temperatura del suelo también influye en la

actividad microbiana del suelo y degradacion de plaguicidas.
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2.2.- Contaminacion medioambiental por plaguicidas.

Un suelo contaminado se puede considerar como un suelo degradado, debido a la
acumulacién de sustancias a unos niveles tales que repercuten negativamente en el
comportamiento de los suelos, siendo toxicas para los organismos del suelo. Se trata
pues de una degradacion quimica que provoca la pérdida parcial o total de la

productividad del suelo’.

La contaminacion de suelos en explotaciones agricolas tales como invernaderos se
debe principalmente a plaguicidas, siendo su principal via de inclusion en el suelo, la
aplicacion de los tratamientos fitosanitarios necesarios en cada momento. Si los
trabajadores estan bien entrenados y formados, se producird una menor contaminacion,
ya que la manera de realizar la aplicacién se efectuard de la manera mas efectiva
posible, aprovechando el producto al maximo y minimizando las pérdidas del producto,

que de forma general suelen caer en el suelo®.

La presencia y movimiento del plaguicida se relaciona estrechamente con la forma de
aplicacion, siendo una de ellas la aplicacion directa, la cual considera productos de tipo
granular o inyectados. Otra forma de aplicacion es la no intencional, la cual se origina
por la dispersion del producto al momento de su aplicacion. Los problemas de
dispersion ocurren durante el rociado terrestre o aéreo, estando influido por la
formulacion del plaguicida, parametros de aplicacion tales como el disefio de la boquilla
y propiedades de fluidez, condiciones meteorologicas, altura de liberacion y tamaio del

area tratada.

Un alto porcentaje (30 % o més) de una aplicacion por rociado puede llegar a moverse
15 cm del area tratada o incluso mas lejos, si las condiciones son ideales para la
dispersion, como puede ser la presencia de vientos. En este tipo de aplicacion resulta
importante el tamafo de la gota para favorecer o no la dispersion, pues se ha encontrado
que las gotas pequenas producto del rociado, tienden a desplazarse més lejos que las
gotas grandes. Para el trabajo bajo pléstico, ademas de la aplicacion aérea de las plantas
y en las que se puede producir contaminacion de los suelos por el problema de caida de

las gotas desde las plantas al suelo, se puede llevar a cabo la aplicacion mediante el
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sistema de riego del invernadero y de esta manera el plaguicida va directo al suelo desde

donde realiza su funcién *'°.

También es muy importante a la hora de realizar las aplicaciones que éstas se realicen
con equipos lo mas adecuados posibles, de tal manera que las aplicaciones sean
altamente efectivas, evitando de esta forma la deriva de los fitosanitarios hacia el suelo,
por ejemplo, como puede ser reduciendo la caida por efecto de la gravedad de producto

ya depositado en las hojas de las plantas.

Sin embargo, el mayor problema radica cuando se realizan aplicaciones directas sobre
el suelo, como puede ser en plantaciones pequeiias, donde se aplican directamente sobre
las plantas en las primeras semanas de crecimiento. Lo mismo sucede cuando se aplican
herbicidas, ya que se aplican directamente en el suelo para la eliminacion de estas malas
hierbas que pueden competir con los futuros cultivos y reducir la produccion.
Adicionalmente, algunos productos fitosanitarios se aplican en la explotacion

directamente a través del sistema de riego, localizado al nivel del suelo.

Asi, en los procedimientos de aplicacion de fitosanitarios es necesario estudiar la
manera mas efectiva, asi como técnicas y equipos para poder asi realizar una aplicacion
lo méas eficaz posible y minimizando la contaminacioén de los plaguicidas en el suelo
debido a su aplicacién, mejorando la accion de los plaguicidas, es decir, obtener un

mayor rendimiento de los productos teniendo el minimo numero de pérdidas’'’.

Los plaguicidas pueden encontrarse en distintas matrices medioambientales,
mostrandose en la Figura 1 los diferentes procesos que sufren los plaguicidas en los
distintos compartimientos medioambientales '' .Se pueden observar los posibles
movimientos de los plaguicidas desde su aplicacion, hasta su degradacion, siendo
transportados a diferentes medios debido a la influencia de una variedad de procesos
naturales, ya sea por vaporizacidn y posterior precipitacion, por arrastre de suelos
contaminados o por arrastre del plaguicida depositado en el suelo a causa de la filtracién
del mismo hasta aguas subterraneas, produciendo la contaminacion de éstas. También se
observan las posibles degradaciones de los plaguicidas, ya sea por efecto de la luz

ultravioleta, degradacion bacteriana en el suelo, etc.
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El ciclo de los plaguicidas
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Figura 1. Transporte de los plaguicidas en el medioambiente.

Por otro lado, en la Figura 2 se observa igualmente como se puede favorecer la
descontaminacion de plaguicidas en suelo principalmente por el efecto bacteriano de los

. . . . 23
microorganismos que existen en el mismo™

Teniendo en cuenta todo el ciclo de movimiento/transporte/transformacion que sufren
los plaguicidas una vez liberados en el medio, es necesario evaluar tanto la calidad del
suelo como la cantidad de materia microbiana que contiene y que ayuda a su
regeneracion mediante la degradacion'? de las sustancias que se depositan en el mismo
hasta sustancias que pueden ser asimilables por las plantas que los habitan. Esto es
importante desde el punto de vista medioambiental pero también desde el punto de vista
de la produccion agricola. Asi mismo, es importante destacar que si se produce una
contaminacion o vertido que elimine esta flora microbiana de los suelos, las principales
consecuencias estan relacionadas con suelos menos fértiles y con una menor capacidad

de regeneracion.
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Figura 2.- Proceso de descontaminacion de plaguicidas en suelos.

2.3. Persistencia y descomposicion de plaguicidas en suelos.

. . . 13,14
La persistencia de los contaminantes .

que se depositan en el suelo es un factor
importante que afecta a la descomposicion de estas sustancias hasta compuestos menos
contaminantes y asimilables por las plantas o microorganismos del suelo. El problema
estd en los compuestos que son muy persistentes, ya que aunque se encuentren en poca
cantidad, se pueden ir acumulando en el suelo al no ser degradables y, por tanto, pueden

producir una contaminacion por acumulacion y persistencia en el ecosistema.

Asi, se puede definir la persistencia de un plaguicida como el tiempo que permanece
en el suelo manteniendo su actividad bioldgica'. El tiempo de degradacion se mide en
vida media (t;2) y se define como el tiempo que tiene que transcurrir para que se
desactive la mitad de la concentracion del plaguicida. Las consecuencias de la
persistencia pueden ser muy importantes, dependiendo de la toxicidad del plaguicida y
de su biodisponibilidad'®. Asi, en la Tabla 3 se muestran algunos valores caracteristicos

para los principales tipos de plaguicidas.
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Tabla 3. Persistencia de distintos tipos de plaguicidas.

Clase Accion Persistencia Proceso de degradacion
o Deshidrohalogenacion,
Organoclorados Insecticidas 2-5 ailos o
epoxidacion
Ureas Herbicidas 4-10 meses Desalquilacion
L . . Deshalogenacion,
Acidos benzoicos Herbicidas 3-12 meses o
descarboxilacion
Amidas Herbicidas 2-10 meses Desalquilacion
Herbicidas
Carbamatos Fungicidas 2-8 meses Hidrolisis de ésteres
Insecticidas
Acidos alifaticos Herbicidas 3-10 semanas Deshalogenacion
Organofosforados Insecticidas 7-8 semanas Hidrolisis de ésteres

Estos datos demuestran que los plaguicidas méas persistentes son los organoclorados (2
a 5 afios), mientras que el resto van desapareciendo del suelo en un periodo inferior al
afio'”. Por este motivo, muchos plaguicidas organoclorados han sido prohibidos y se
encuentran incluidos en la lista de contaminantes organicos persistentes'® . Sin
embargo, estos valores deben tomarse s6lo con caracter orientativo ya que la velocidad
de descomposicion y desaparicion de estos compuestos estd influenciada por las

caracteristicas propias de cada suelo.

Debido a todo lo indicado anteriormente, en funcidn del plaguicida aplicado, se puede
estimar el tiempo que puede permanecer en el medio sin producir su descomposicion, y

asi saber el tiempo que van a estar depositados en el suelo.

Segun lo mostrado en la Tabla 3, se puede indicar que hay plaguicidas que una vez
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aplicados pueden aparecer en el medio tras varios afios después de su aplicacion debido
a su gran estabilidad. Esto conlleva también un mayor tiempo de exposicion a los
mismos ya que se degradan con menor velocidad, permaneciendo mucho tiempo en el
medio, lo que hace que también pueda producir la contaminacion de otros medios
diferentes al que se depositaron, ya sea por arrastre de aguas superficiales o aguas

, 20
subterraneas” .

Hay diferentes factores que influyen en que un plaguicida persista mas o menos en el
suelo. Estos mecanismos pueden actuar solos o en combinacién sobre la estructura de
los diferentes productos especificos y dependen de otras variables, como humedad,
temperatura, materia orgénica, tipo de arcilla, pH, intercambio idnico del suelo, asi
como de las caracteristicas fisicoquimicas del compuesto de que se trate. Asi se pueden

considerar varios factores’':

- Descomposicion quimica: Tiene lugar por procesos de oxidacion, reduccion,

hidroxilacidn, alquilacion, rotura de anillos, hidrélisis e hidratacion.

- Descomposicion fotoquimica: Se produce por efecto de la luz solar. Las fuentes de

luz y su intensidad regulan el grado de descomposicion de un compuesto.

- Descomposicion microbiana y debida a otros organismos: La accién de los
microorganismos del suelo sobre los plaguicidas es probablemente el mecanismo de
descomposicién mas importante. Los microorganismos del suelo (p. €j. bacterias, algas
y hongos) obtienen alimento y energia para su crecimiento por descomposicion de estos
compuestos organicos, sobre todo cuando carecen de otras fuentes. Por otro lado,
ademas de la descomposicidon antes mencionada, se puede observar una descomposicion
de estos compuestos por parte de plantas y organismos como consecuencia de los

procesos metabolicos que tienen lugar en éstos.

- Volatilizacion o pérdida del compuesto en forma de vapor: Todas las sustancias
organicas son volatiles en algin grado dependiendo de su presion de vapor, del estado
fisico en que se encuentren y de la temperatura ambiente. Sin embargo, hay que tener en
cuenta que la volatilizacion no implica la degradacion del compuesto sino que pasa a

otro compartimento ambiental, en este caso, la atmosfera.

- Movimiento: El transporte de un plaguicida en el suelo, por disolucién o arrastre

mecanico, se hace bajo la influencia del agua, bien de las precipitaciones atmosféricas
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que favorecen el movimiento de conveccion, bien de la imbibicion que permite un
desplazamiento por difusién molecular. El grado de lixiviacion estd influido por las
caracteristicas fisicoquimicas del suelo, solubilidad del producto, frecuencia e

intensidad de la lluvia, etc.

Un ejemplo caracteristico de la degradacion de plaguicidas en suelos agricolas es el
caso del op’-DDT, que mediante la accion de los microorganismos se puede
transformar en o,p’-DDD, p,p’-DDD vy p,p-DDE*. Asi, en la Figura 3 se muestra el

mecanismo de degradacion propuesto para el o,p -DDT>.

Ci ci

7 e

Deshidrocloracion’

Aerobia

Cl |
H
!
¢
Ccl,
DDT
Cl
H
c
DDD y DDE son los dos pHncipales I'I"..HCI
productos de la degradacion del !
DDT en los suelos. DDD

Figura 3. Mecanismo de degradacion del DDT.

El uso del DDT estd prohibido en EEUU desde el afio 1972, estando prohibidos la
produccion, uso y comercializacion de todos los productos de proteccion de plantas con
DDT **. Tanto el DDT como sus productos de transformacion (DDE y DDD)

permanecen en el suelo por mucho tiempo ya que son productos que se adhieren
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firmemente al suelo, permaneciendo principalmente en las capas superficiales del suelo.
Asi, la contaminacion de otros ecosistemas por DDT y sus derivados presentes en el
suelo es principalmente por procesos de escorrentia, de particulas de suelo que
contengan estos productos, siendo la parte que se filtra por el suelo al agua subterranea

una parte muy pequena.

El tiempo que el DDT permanece en el suelo, depende de la temperatura, tipo de suelo
y humedad, desapareciendo mas rapidamente recién aplicado en el suelo. Ademas, el
DDT puede ser absorbido por algunas plantas, y de aqui a la cadena alimentaria
(animales que consumen las plantas y a personas que consumen también las plantas o

los animales que las han consumido).

2.4. La contaminacion de los suelos en diferentes tipos de invernaderos.

El control bioldgico se define como una actividad en la que se manipulan una serie de
enemigos naturales, también llamados depredadores, con el objetivo de reducir o
incluso llegar a combatir por completo a parasitos que afecten a una plantacién

determinada.

Se pretende controlar las plagas a través de enemigos naturales, es decir, otros
insectos que son depredadores de la plaga y son inofensivos a la plantacion. El método
de control biologico puede ser muy eficaz, debiendo de considerar algunos puntos en la
utilizacion de enemigos naturales en la plantacion, tales como los que se muestran a

continuacion:
1. Identificar bien el parasito que afecta al cultivo.
2. Identificar el enemigo natural.
3. Estimar la poblacion del parasito.
4. Estimar la poblacion del enemigo natural.
5. Seleccionar correctamente a los enemigos naturales.
6. Supervisar correctamente la eficacia de estos enemigos™.

Particularizando y atendiendo al tipo de practica agricola empleada, es importante
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destacar que en los cultivos bajo plastico en invernadero utilizados en la provincia de

Almeria se desarrollan principalmente dos tipos de practicas:

- Practicas agricolas bajo control biolégico o lucha integrada. Se denominan
también como practicas de produccion integrada o IPMs (Integrated Pest Management).
De las diferentes definiciones existentes, quiza la mas adecuada para el ambito agricola

3

sea la siguiente: “...control de plagas que combina e integra control quimico y
biologico. El control quimico es de uso necesario y debe hacerse de tal manera que sea
lo menos disruptivo posible con el control biolégico. El IPM puede hacer uso de un
control biologico que aparezca naturalmente en la zona asi como de un control

9926

biolégico efectuado por manipulacion o inducciéon de agentes bidticos...” ™. Otra

definiciéon relevante es la indicada en el RD 1201/2002 por la que se define la

(13

produccion integrada como “...los sistemas agricolas de obtencion de vegetales que
utilizan al maximo los recursos y los mecanismos de produccion naturales y aseguran a
largo plazo una agricultura sostenible, introduciendo en ella métodos bioldgicos y
quimicos de control, y otras técnicas que compatibilicen las exigencias de la sociedad,
la proteccién del medio ambiente y la productividad agricola [...]"*".
- Practicas tradicionales donde se pueden aplicar cualquier tipo de plaguicida
autorizado para el cultivo y plaga existente con los niveles de concentracion adecuados.
Segun lo indicado anteriormente, dependiendo del tipo de invernadero, la
contaminacion en el suelo por plaguicidas autorizados debe ser mucho menor en suelos
procedentes de tratamientos con luchan integrada, debido a que se deben utilizar
plaguicidas en épocas diferentes a las que se aplica la lucha bioldgica 0 mucho menos

activos y persistentes para eliminar el menor numero de sustancias de la lucha biolédgica.

De esta manera, los cultivos también deben de estar cada vez mas libres de plaguicidas.

2.5. Legislacion vigente.

A nivel nacional, existe legislacion relacionada tanto con los controles de residuos de
plaguicidas como con la produccién integrada, asi como de productos autorizados para

esta produccidn integrada.

Los instrumentos juridicos nacionales que se pueden encontrar relacionados con la

contaminacion de suelos son la Ley 10/1998 de 21 de abril®®, en sus articulos 27 y 28; el
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RD 9/2005 de 14 de enero® donde se pueden encontrar los limites maximos de residuos
(LMRs) de los contaminantes en el suelo, asi como niveles genéricos de referencia

(NGRs), mostrandose en la Tabla 4 algunos de los valores legislados.

Tabla 4. Listado de contaminantes y niveles genéricos de referencia para

proteccion de la salud humana en funcion del uso del suelo.

Sustancia Numero Uso industrial Uso doméstico Otros usos
CAS (mg/kg) (mg/kg) (mg/kg)
p.p -DDE 72-55-9 60° 6" 0.6
p.p-DDT 50-29-3 20° 2 0.2
p,p’-DDD 72-54-8 70° 7° 0.7
Endosulfan 115-29-7 60" 6° 0.6
Hexaclorobenceno 118-74-1 1® 0.1° 0.01°
Aldrin 309-00-2 1® or® 0.01

* En aplicacion del criterio de contigiiidad.

® Limite inferior de deteccion.

Como se puede observar en la Tabla 4, se fijan unos niveles genéricos de referencia de
plaguicidas en los suelos, mediante los que se puede determinar si un suelo esta
contaminado o no. De forma general se puede observar que para los plaguicidas los
valores admitidos son relativamente altos, del orden de mg/kg, mientras que para
algunos compuestos, se requieren valores bajos (10 pg/kg) como sucede para el aldrin y

el hexaclorobenceno.

Ademas se puede observar que existen valores para contaminantes que ya estian
prohibidos, como por ejemplo el hexaclorobenceno 6 los derivados del DDT (DDE,
DDD. Su inclusion en dichas tablas se debe a que al ser plaguicidas muy persistentes y

de lenta degradacion, se encuentran frecuentemente en suelos por haberse aplicado
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cuando fueron autorizados y permanecer en el suelo debida su gran estabilidad 6 incluso

debido al transporte desde otras zonas.

En relacion a este Real Decreto existe una Guia Técnica de aplicacion del mismo’",
donde se establece la relacion de actividades potencialmente contaminantes y los
criterios y estandares para la declaracion de suelos contaminados, exponiendo los
aspectos mas relevantes y aclarando aquellas cuestiones que pueden resultar, a priori,
mas problematicas a la vista de los comentarios y dudas que se han ido recogiendo
durante su preparacion y desde su entrada en vigor. Ademas, recientemente se ha

aprobado la Ley 22/2011, de 28 de julio, de residuos y suelos contaminados”".

En relaciéon con la produccion integrada, se puede destacar el Real Decreto
1201/2002, de 20 de noviembre, por el que se regula la produccion integrada de
productos agricolas”’. Ademéas existe un Registro de productos y material fitosanitario

publicado en 2007

Todo este marco legislativo ha motivado un incremento en el estudio de la presencia
de plaguicidas en el suelo. Asi, resulta de gran interés el estudiar y determinar la
cantidad de residuos de plaguicidas que se encuentran en este tipo de suelos debido a las
aplicaciones de productos fitosanitarios que se han realizado. Adicionalmente, es
importante tener informacion sobre tiempos de permanencia en el suelo sin que haya
modificaciones en su composicion, ademas de investigaciones sobre la posibilidad de

contaminacion de ecosistemas proximos (acuiferos) antes de su descomposicion.

2.6. Analisis de residuos de plaguicidas en suelos.

Como se ha comentado anteriormente, el suelo es una matriz muy compleja y variada.
Debido a los diferentes tipos de suelos existentes y a la gran cantidad de sustancias que

conforman su matriz, su analisis no es un proceso sencillo.

La composicion de un suelo agricola depende principalmente del tipo de solidos que
lo constituyen, que varian segliin la zona en la que nos encontremos. Ademas, es practica
habitual la adicion de materia orgénica que aporte nutrientes a las plantas (compost,
estiércol, fertilizantes,...) y donde se encuentra la flora microbiana que se encarga de la

degradacion de los posibles contaminantes/plaguicidas existentes en el mismo.
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En relaciéon a la determinacion analitica de este tipo de contaminantes en suelo, hay
que decir que en relacion al tratamiento de la muestra, se pueden aplicar varios tipos de
técnicas de extraccion como la extraccion Soxhlet™**) la extraccion solido-liquido
asistida por ultrasonidos®>~%*’, la extraccion con fluidos supercriticos®® y la extraccion

con liquidos presurizados (PLE)*”-*%*!

, mostrandose esta ultima opcidén como una
poderosa alternativa a la metodologia tradicional Soxhlet, debido a la considerable
reduccion tanto del volumen de disolvente organico empleado durante la extraccion,
como del tiempo de dicha etapa.

Ademas, para la separacion de los distintos compuestos objeto de analisis se suelen
usar técnicas como la cromatografia de liquidos de alta eficacia (HPLC)*,* y la
cromatografia de gases (GC)*. En cuanto al tipo de deteccion, se puede emplear el
detector de diodos en fila (DAD)* o el detector de captura de electrones (ECD) “,
ademas de los detectores de espectrometria de masas (MS), que son ampliamente
utilizados para el analisis de residuos de plaguicidas®®. Las técnicas de HPLC o GC
acopladas con MS o con MS en tdndem (MS/MS) son las técnicas mds poderosas para
la determinacion de residuos de plaguicidas a niveles traza, proporcionando una alta
selectividad y la sensibilidad, y se utilizan en el andlisis de un amplio rango de las
matrices. En este sentido, las técnicas de GC-MS/MS*"*® y HPLC/MS-MS*** son la
primera opcion para desarrollar métodos multi-residuo en los laboratorios de analisis, ya

que ofrecen excelentes resultados debido a la gran sensibilidad, especificidad y con

capacidad de confirmacion.

Pagina 22 de 56 Master Control de Residuos y Plaguicidas



Trabajo Fin de Master Pedro José Amoros Cortés

3. Experimental.

En este Trabajo Fin de Master y tal y como se indica en los objetivos del mismo, se ha
llevado a cabo el tratamiento y el andlisis de los datos experimentales obtenidos

aplicando las metodologias analiticas descritas a continuacion.

3.1 Reactivos y materiales.

Los patrones certificados de plaguicidas se obtuvieron de Dr. Ehrenstorfer GMBH
(Ausgsburg, Alemania), Riedel-de-Haén (Seelze-Hannover, Alemania) y Chemservice
(Milan, Italia). La cafeina marcada isotopicamente (‘*C-cafeina) que se utiliz6 como
estandar interno (IS), se obtuvo también de Dr. Ehrenstorfer GMBH. En todos los casos,

las purezas siempre fueron > 95%.

A partir de los patrones puros, se prepararon disoluciones individuales (disoluciones
madre) de todos los compuestos por pesada del solido o liquido y disolviéndolo en 50
mL de metanol (MeOH) para plaguicidas polares, y en 50 mL de acetona para los

plaguicidas apolares. Las disoluciones se almacenaron bajo refrigeracion (T< 5°C).

A partir de las disoluciones individuales, se prepararon dos disoluciones intermedias
de ambos tipos de plaguicidas (polares y apolares) por dilucion apropiada de las
disoluciones madre. La dilucion se realizd con acetona para plaguicidas apolares
(concentracion de 2 mg/L para cada compuesto), y con MeOH para plaguicidas polares
(concentracion de 4 mg/L para cada compuesto). Ambas disoluciones se almacenaron

bajo refrigeracion (T <5 °C).

Ademas se prepard una disolucion de trabajo de '*C-cafeina (20 mg/L) por dilucion de
la disolucion madre con acetona y almacenada bajo las condiciones mencionadas

anteriormente.
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Los disolventes empleados se consiguieron de diferentes casas comerciales: MeOH
(pureza HPLC, Sigma, St. Louis; MO, EE.UU.); acetato de etilo (EtAc, pureza para
analisis de residuos, Riedel-de-Haén), n-hexano (pureza para el andlisis de residuos
J.T.Baker; Deventer, Holanda), acetona (grado de pureza para andlisis) y acido formico
(Fluka, Seelze-Hannover, Alemania). Filtros de celulosa de 30 mm (Whatman,
Maidstone, Inglaterra) y Hydromatrix (Varian, Harbour City, CA; EE.UU.) se usaron

para la extraccion con liquidos presurizados.

Para llevar a cabo las extracciones mediante PLE, se utiliz6é un sistema de extraccion
acelerada ASE 100 (Dionex, Sunnyvale, CA, EEUU) equipado con celdas de extraccion
de acero inoxidable de 34 mL. Se usaron una balanza analitica AB204-S de Mettler
Toledo (Greifesee, Suiza) y un rotavapor R-114 (Biichi, Flawil, Suiza) para la

preparacion de patrones y durante las extracciones.

3.2. Instrumentacion analitica.
3.2.1. Determinacion de plaguicidas apolares.

Para la determinacion de los plaguicidas apolares, los analisis cromatograficos se
realizaron mediante un sistema GC Varian 3800 (Varian Instruments, Sunnyvale, CA,
EE.UU.), equipado con control electronico de flujo (EFC) e interconectado a un

espectrometro de masas de QqQ 1200L.

Las muestras fueron inyectadas en un inyector SPI/1079 de split/splitless de
temperatura programada con un automuestrador Combi Pal (CTC Analytics AG,
Zwinger, Suiza) usando una jeringa de 100 pL. El inserto de vidrio fue equipado con un

relleno de Carbofrit (Restek, Bellefonte, PA, EE.UU.).

Para la separacion analitica se usé una columna capilar no tratada (2 m x 0.25 mm de
diametro interno, d.i.) de Supelco (Bellefonte, PA, EE.UU.) como pre-columna
conectada a una columna capilar Factor Four VF-5ms (30 x 0.25 mm d.i. x 0.25 pum de
espesor de pelicula) proporcionada por Varian. El gas portador fue helio (99.9999 %) a

un flujo constante de 1 mL/min. Se uso argén (99.9999 %) como gas de colision.

El espectrometro de masas operaba en ionizacion electronica (EI) a 70 eV. La

calibracion del equipo se realizo de forma semanal con perfluorotributilamina (PTFBA).
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Para el control del instrumento y el analisis de los datos se uso el software de Varian

Workstation (version 6.9).

3.2.2. Determinacion de los plaguicidas polares.

En el caso de los plaguicidas polares, los analisis cromatograficos fueron realizados
con un sistema Acquity UPLC (Waters, Milford, MS, EE.UU.) y la separacion
cromatografica se logré usando una columna Acquity UPLC BEH C18 (100 mm x 2.1
mm, 1.7 um tamano de particula) de Waters. La deteccion MS/MS fue llevada a cabo
usando un espectrometro de masas de QqQ Acquity TQD (Waters, Manchester, Reino
Unido).

El instrumento operaba con una fuente de ionizacidon de electronebulizacion (ESI) en
modo positivo. La fuente ESI fue configurada con los siguientes parametros: voltaje
capilar 3.5 kV, voltaje extractor 5 V, temperatura de la fuente 110 °C, temperatura de
desolvatacion 350 °C, flujo de gas de cono 80 L/h y flujo de gas de desolvatacion 600
L/h, se uso nitrogeno en ambos casos (> 95%). El proceso de disociacion inducida por
colisiones (CID) fue llevada a cabo con argén (99.9999%) como gas de colision a una

presion 4 x 10™ mbar en la celda de colision.

La adquisicion de datos fue desarrollada usando el software MassLynx (Waters).

3.3. Extraccion mediante PLE.

Para llevar a cabo la extraccion mediante PLE, se pesaron 6 g de suelo seco en un
mortero de cristal, se mezclaron con 3 g de Hydromatrix, para eliminar la humedad y
facilitar la penetracion del disolvente en la matriz, hasta obtener una mezcla
homogénea. Se colocod un filtro de celulosa en el fondo de la celda de extraccion. La
mezcla fue introducida entonces en la celda, rellenando hasta el borde superior con

Hydromatrix y cerrandola a continuacion perfectamente.

Las muestras de suelos fueron extraidas con las condiciones mostradas en la Tabla 5.
Los extractos fueron concentrados con un rotavapor a 45 °C y fueron evaporados a
sequedad usando una corriente de nitrégeno. Los extractos concentrados se disolvieron

en 1950 puL de EtAc y se adicionaron 50 pL de disoluciéon de IS. A continuacion se
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tom6 1 mL para el analisis cromatografico por GC-QqQ-MS/MS, mientras que otro mL
se evapord bajo corriente de nitrégeno para su posterior redisolucion en 500 pL de
MeOH y 500 pL de écido formico al 0.01 % en agua ultrapura antes del andlisis
cromatografico por UHPLC-QqQ-MS/MS.

Tabla 5. Condiciones de extraccion fijadas PLE

Parametro Valor empleado
Disolvente EtAc/MeOH (3:1,v/v)
Temperatura 85 °C

Presion 1500 psi

Tiempo pre-calentamiento 2 min

Tiempo estatico 5 min

Volumen de enjuague 60%

Tiempo de purga 60 s

Ne ciclos 2

3.4. Analisis mediante GC-QqQ-MS/MS.

Se inyectaron alicuotas de 10 pL de extracto en el sistema de GC operando con una
velocidad de flujo de la jeringa de 10 pL/s. La temperatura inicial del inyector de 70 °C
se mantuvo durante 0.5 min y se incrementd a 100 °C /min hasta 310 °C, temperatura
que se mantuvo durante 10 min. La relacion de division del inyector fue establecida
inicialmente a 30:1. El modo sin division fue activado desde los 0.5 min hasta los 3.5

min. A 3.5 min, la relacion de split fue fijada a 100:1 y reducida a 20:1 en el minuto 10.

La temperatura del horno de la columna fue inicialmente fijada a 70 °C,
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manteniéndose durante 3.5 min; entonces se increment6 a 35 °C/min hasta los 180 °C.
Posteriormente, la temperatura se incrementd hasta 300 °C a 10 °C/min y se mantuvo
durante 7 min. Para alcanzar la temperatura inicial del inyector lo mas rapido posible y
comenzar la siguiente inyeccion, se aplicd CO, como refrigerante criogénico cuando la

temperatura del inyector era de 170 °C. El tiempo de analisis fue de 25.6 min.

El analizador QqQ operaba en MS/MS en modo SRM. El multiplicador fue fijado a
+100 V por encima del valor 6ptimo indicado por el software del instrumento. Las
temperaturas de la linea de transferencia, manifold y fuente de ionizacién se
establecieron a 300 °C, 40 °C y 280 °C, respectivamente. Los valores 6ptimos para el
tiempo de adquisicion estuvieron en el rango de 0.264 a 0.504 s, proporcionando
tiempos de adquisicion desde 0.007 a 0.012 s. Se fijaron anchuras de pico de m/z 2.0 y
1.5 en el primer (QI) y tercer (Q3) cuadrupolo, respectivamente, y el analisis fue

realizado aplicando un retraso en el filamento de 5.5 min.

3.5. Analisis mediante UHPLC-QqQ-MS/MS.

El andlisis cromatografico fue llevado a cabo usando un gradiente de elucién con una
fase movil preparada con MeOH (eluyente A) y 0.01% (v/v) de 4cido férmico en agua
(eluyente B). El andlisis comenzo6 con un 10% del eluyente A, el cual fue incrementado
linealmente hasta el 90% en 5 minutos. Esta composicion se mantuvo en los siguientes
minutos. Posteriormente, se incluy6 un tiempo de re-equilibrado de 1.5 min, obteniendo
un tiempo total de analisis de 9.5 min. El flujo fue de 0.35 mL/min y la temperatura de
la columna se fij6 a 35 °C. Se inyectaron alicuotas de 5 uL de extracto de muestra. El
analizador de triple cuadrupolo operd en modo monitorizacion de reacciones multiples

(MRM).

3.6. Muestreo.

Las muestras se obtuvieron de 12 suelos de invernaderos de diferentes localidades de
la provincia de Almeria, donde se ha aplicado actividades de lucha integrada, cubriendo
alrededor de 400 km®. Las distintas localidades donde se realizé el muestreo fueron

Adra, El Ejido, La Mojonera, Roquetas de Mar y Vicar, ya que estan consideradas como
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las areas mas importantes dedicadas a la agricultura intensiva en Almeria. Los cultivos
de las distintas plantaciones incluian pimiento, calabacin, berenjena, pepino y tomate.
Los invernaderos muestreados tenian una superficie comprendida entre 6000 y 14000
m” cada uno. En cada uno de ellos se realizaron 5 tomas de muestra de 600-1000 g cada
una, distribuidas de manera uniforme en el invernadero. Dichas muestras fueron
tomadas cerca de la linea de riego a una profundidad de 5-15 cm, eliminando
previamente la capa de arena usada es este tipo de produccion agricola, Se emplearon
palas de acero inoxidable. Las distintas muestras tomadas de cada uno de los
invernaderos se mezclaron para tener una muestra compuesta (3-5 kg), procediendo a su
homogeneizacion. A continuacion las distintas muestras se secaron a temperatura
ambiente, y se tamizaron a través de un tamiz de 2 mm de tamafio, almacenandose a 4

°C en botes topacio hasta su andlisis.

Cada invernadero se muestreo tres veces: septiembre 2009, octubre 2010 y marzo

2011.
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4. Resultados y discusion.

Las muestras se obtuvieron de 12 suelos de invernaderos de diferentes localidades de

la provincia de Almeria, donde se han aplicado actividades de lucha integrada,

mostrandose en la Tabla 6, el cddigo de cada una de las muestras, asi como la localidad

donde se realizd el muestreo.

Tabla 6. Muestras evaluadas en el presente estudio.

Localidad Muestra | Codigo Muestra | Localidad Muestra | Codigo Muestra
El Ejido 0122 Eji0122 Matagorda 0221 Mat0221
El Ejido 0222 Eji0222 Matagorda 0321 Mat0321
El Ejido 0322 Eji0322 Roquetas de Mar 0322 Roq0322
El Ejido 0422 Eji0422 Norias de Daza 0123 Nor0123
El Ejido 0522 Eji0522 Roquetas de Mar 0126 Roq0126
Matagorda 0121 Mat0121 Vicar 0126 Vic0126

En la Tabla 7 se sefalan los plaguicidas detectados, mostrandose el cddigo utilizado en

las distintas representaciones graficas utilizadas en el presente Trabajo Fin de Master,

asi como el LMR estipulado en el RD 9/2005.
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Tabla 7. Plaguicidas detectados asi como los LMRs establecidos por el RD 9/2005.

Plaguicida Codigo | LMR (pg/kg)1 Plaguicida Codigo | LMR (pg/kg)1
Bifentrin 1 NRD® Hexaclorobenceno 15 10
Bromopropilato 2 NRD o,p’-DDD 16 NRD
Bupimirato 3 NRD p,p -DDD+o,p -DDT 17 700
Ciproconazol 4 NRD p.p-DDE 18 600
Difeconazol 5 NRD Penconazol 19 NRD
Dimetomorf 6 NRD Pentaclorobenceno 20 NRD
Dinifeconazol 7 NRD Piridaben 21 NRD
Endosulfan a 8 600 Piriproxifen 22 NRD
Endosulfan 3 9 600 Procimidona 23 NRD
Endosulfan éter 10 600 Propiconazol 24 NRD
Endosulfan sulfato 11 600 Tetraconazol 25 NRD
Etoprofos 12 NRD Triadimefon 26 NRD
Feranimol 13 NRD Imidacloprid 27 NRD
Fludioxonil 14 NRD

"LMR fijado por el RD 9/2005

2 NRD: No incluido en el RD 9/2005.

En la Tabla 8 se muestran los resultados obtenidos para las distintas muestras

incluidas en este estudio, para los tres muestreos realizados.
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Tabla 8. Concentraciones de los plaguicidas encontrados en los suelos analizados en los tres muestreos realizados (ug/kg)

Plaguicida Eji0o122 Eji0222 Eji0322 Eji0422 Eji0522 Mat0121 Mat0221 Mat0321 Roq0322 Nor0123 Roq0126 Vic0126
Bifentrin 8 (6) (36)' Z() ) 9 (9) (21) 10 (4) (30) 38(30) 0 2(<LOQY) (7) | <LOQ( 2 (<LOQ) (17)

Bromopropilato 2()®) 11 (-) (16) 5()9) -(5)(14)

Bupimirato 203)() 0(14) () -()(12) - (84) (228) -9 0(5) (72)

Ciproconaol -(0) (@) - () (6) 36 (16) (7) 3()5) - () (14) 7(N () - (1) (19)

Difeconazol - -(-) (10)

Dimetomorf 185 (59) (87) 186 (55) (36) | 208 (38) (51) |64 (23)(8)

Dimifeconazol -()(® -()(12) -(-)(11)
Endosulfan o -()(12)

Endosulfan -() 25 0(62) (21) -(-) 43) -(-) (90)

Endosulfan eter 5(4)(17) 1(3) (11) 2(3)(8) 8(-) (13) 22(16) (11) 6(11) (55) -(9) (84) 3(5)(6) 2(7) (37) 11(-) (9) -(0)9)
Endosulfan sulfato -() Q) -()®) -(-) (36) 0(-)(14)

Etoprofos -(-) (6)

Feranimol ()5 19(13) 0

Fludioxonil 4() (10) 102 (48) (68) 10 (86) ()

Hexaclorobenceno - @ -4

o,p’-DDD 2(-)4) 2(2)(7) 4(5) () 2(2)() 0(2)(-)

p.p’-DDD+o,p’-DDT - ®

p.p-DDE 36 (33) (43) 42 (41) (127) 27 (23) (66) 34 (35) (36) 56 (52) (25) 6 (4) (14) -(-) () 14 (14) (12) 10 (10) (13) 3(-)4) -(-) (34 -() ()
Penconazol - -0 (33

Pentaclorobenceno ()@ -4

Piridaben - (-) (60) - () (12) -(27)

Piriproxifen -() 9

Procimidona 16 (-) (13) 25(3)(5) 58 (-) (10) 337(46) (16) [54(5) (28) - (<LOQ) (9) | 10 (5) (8) 41(5) (21) - (1) (13) - (-) (10)
Propiconazol -()(39)

Tetraconazol 2()(9) 31 (97) (156) - () (61)

Triadimefon 2 (-) (10) 2(-)(11) 10 (2) (8) 26 (18) (7) -(6) () 3(-) (35)

Imidacloprid (10) (3) (67) <LOQ (-) 87) | -()(9) 48(2) (78) 1515 (30) - (-) (46) -(-) (38) - (<LOQ) 25(21) (118) -(<LOQ) |[-(12)(47) -(17)

" Datos obtenidos en los tres periodos de muestreo: septiembre 2009 (octubre 2010) (marzo 2011).

2 No detectado

3 Concentracion inferior al limite de cuantificacion (LOQ)
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Los plaguicidas detectados se pueden dividir en persistentes (incluidos sus productos
de transformacion) y no persistentes, analizdndose a continuacion los resultados

obtenidos en funcidn de dicha clasificacion.

4.1. Evaluacion de la presencia de plaguicidas persistentes.

En primer lugar se evalia la presencia de plaguicidas persistentes, observando su

evolucion con el tiempo, mostrando en las Tablas 9-11 los resultados obtenidos.

Tabla 9. Concentracion de plaguicidas persistentes en las muestras analizadas

durante el primer muestreo.

Muestra Plaguicida

Endosulfan éter o,p’-DDD p.p-DDE
Eji0122 5 2 36
Eji0222 1 2 42
Eji0322 2 ND 27
Eji0422 8 ND 34
Eji0522 22 4 56
Mat0121 6 ND 6
Mat0221 ND' ND ND
Mat0321 3 2 14
Roq0322 2 ND 10
Nor0123 11 ND 3
Roq0126 ND ND ND
Vic0126 ND ND ND
Media (pg/kg) 6.7 2.5 25.0
SD (pg/kg) 6.6 1.0 18.2

''ND: No detectado

2 SD: Desviacion estandar.
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Tabla 10. Concentracion de plaguicidas persistentes en las muestras analizadas

durante el segundo muestreo

Plaguicida

Muestra Endosulfan o,p’-DDD p.p-DDE Endosulfan éter
Eji0122 ND 4 2 33
Eji0222 ND 3 2 41
Eji0322 ND 3 ND 23
Eji0422 ND ND ND 35
Eji0522 ND 16 5 52
Mat0121 62 11 ND 4
Mat0221 A 9 ND ND
Mat0321 ND 5 2 14
Ro0q0322 ND 7 2 10
Nor0123 ND ND ND ND
Roq0126 ND ND ND ND
Vic0126 ND ND ND ND
Media (png/kg) 62 7.3 2.6 27
SD (ung/kg) 4.6 1.3 17
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Tabla 11. Concentracion de plaguicidas persistentes en las muestras analizadas

durante el tercer muestreo

Plaguicida

Endosulfan | Endosulfan | Endosulfan | Endosulfan p.p’-DDD
Muestra . 5 Stor sulfato Hexaclorobenceno | o,p-DDD +o,p"-DDT p.p-DDE
Eji0122 ND 25 17 2 4 4 ND 43
Eji0222 ND ND 11 ND ND 7 ND 127
Eji0322 ND ND 3 ND ND ND ND 66
Eji0422 ND ND 13 ND 4 ND ND 36
Eji0522 ND ND 11 ND ND ND ND 25
Mat0121 ND 21 55 8 ND ND ND 14
Mat0221 ND 43 84 36 ND ND ND 5
Mat0321 ND ND 6 ND ND ND ND 12
Roq0322 12 90 37 14 ND ND 8 13
Nor0123 ND ND 9 ND ND ND ND 4
Roq0126 ND ND ND ND ND ND ND 34
Vic0126 ND ND 9 ND ND ND ND 7
Media 12 45 24 15 4 5.5 8 32
(ng/kg)
SD 32 25 15 0 2.1 35
(ng/kg)

Se puede observar que se detectan ocho plaguicidas persistentes de los cuales dos solo

se detectan en un suelo muestreado por el cual no se puede estimar una desviacion

tipica.

En primer lugar, se puede indicar que mientras que en el primer muestreo s6lo se

detectan tres plaguicidas persistentes en los suelos estudiados (endosulfan éter, o,p -

DDD y p,p’-DDE), en el segundo ademds de los detectados previamente, también se

detectd endosulfan B, mientras que en el tercero se detectd6 un mayor nimero de

compuestos, comentandose a continuaciéon los principales resultados obtenidos para

cada uno de los compuestos.
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a) Endosulfan.

El uso de endosulfan estd prohibido por el documento 2005/864/CE de la Comisién
Europea de 2/11/2005 al incluirlo en su anexo I’'. A pesar de su prohibicion, este
compuesto y sus productos de transformaciéon han sido detectados en las muestras
estudiadas, debido a su elevada persistencia. Asi, se observa como en el primer
muestreo, solo se detecta endosulfan éter, mientras que en los muestreos posteriores, se
detectan el resto de los productos de transformacion. Ademas se puede observar que la
concentracion de endosulfan éter aumenta con el tiempo, asi como para el endosulfan
sulfato, que se detecta en el tercer muestreo, y podria explicarse como una
transformacion del endosulfan éter. De todas maneras, conviene indicar que los valores

que se obtienen son mucho menores que los NGRs indicados por el RD 9/2005 (600
ng/kg).

Por otro lado, se puede indicar que en el 58.3 % de los suelos, el endosulfan éter se ha
encontrado como unico derivado del endosulfan o y se observa que en general su

concentracion ha aumentado con el tiempo.

Finalmente, se puede sefialar que el endosulfan a solo se encuentra en un 8.3 % de los
suelos, detectandose so6lo en el tercer muestreo. Esta aparicion se podria explicar bien
por una reciente aplicacion, a pesar de estar prohibido, o bien, por la adicion al suelo de

estiércol o compost que estuvieran previamente contaminados.

b) Hexaclorobenceno.

Este plaguicida s6lo se encuentra en un 16.7 % de los suelos y s6lo en las muestras
procedentes del tercer muestreo. Esto puede ser debido al afiadir algin tipo de suelo

adicional o abono (estiércol) que estuviera contaminado con el plaguicida.

Ademas de todo esto se puede indicar que aunque se haya detectado, su concentracion

es inferior al NGR indicado en el RD 9/2005.
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¢) Derivados del DDT.

Como se puede observar en las Tablas 9-11, los principales productos de
transformacion del DDT detectados en los suelos analizados han sido o,p-DDD y p,p -
DDE. Asi, el p,p’-DDE se detecta en todas las muestras de suelos, mientras que el o,p -
DDD sélo se encuentra en 5 suelos y el p,p’-DDD so6lo se detecta en un suelo durante el
tercer muestreo (Roq0322), mientras que el compuesto original (o,p’-DDT) no ha sido

detectado en ninguna muestra.

El 0,p-DDD se detecta en el 41.7 % de las muestras de suelo analizadas,
observandose un aumento de la cantidad encontrada con el tiempo en dos muestras
(E;10122 y Eji0222) y en las otras tres (E;ji0522, Mat0321 y Roq0322) se produce un
descenso con el tiempo de este compuesto, aunque de forma general se observa como la

concentracion es muy baja (< 10 pg/kg).

El p,p’-DDE se encuentra en todos los suelos analizados. Se observa también como en
dos suelos, la cantidad de p,p’-DDE desciende con el tiempo (Eji0522 y Mat0321). En
un 33.3 % de los suelos se encuentra que la cantidad de plaguicida desciende del primer
muestreo al segundo, produciéndose un aumento en el ultimo. También se observa
como en el resto de muestras analizadas, la cantidad de p,p’-DDE se mantiene
aproximadamente constante durante los tres muestreos. En general se puede indicar que
la cantidad detectada en las muestras es menor al valor indicado en el RD 9/2005, de
600 pg/kg. Se puede observar como en algunos suelos la cantidad ha aumentado
pudiendo explicarse debido a desviaciones debidas al muestreo ya que generalmente las
fincas no son totalmente regulares, estando divididas en secciones denominadas
bancales, muchas veces en pendiente. De esta forma, la toma de muestra se puede ver
afectada por el efecto de la pendiente y de los riegos a lo largo del tiempo, haciendo que
algunas zonas estén mds expuestas a la irrigacion y, por tanto, al movimiento de las
materias activas presentes. Consecuentemente, a pesar de realizar la toma de muestra de
manera representativa, es posible observar desviaciones de este tipo. Adicionalmente,
resulta menos probable que este aumento de la concentracion sea debido a la aplicacion
del propio plaguicida, dada la prohibicion de su uso y comercializacion. Otra posible
causa puede deberse a la adicion al suelo de sustancias contaminadas con este
compuesto como pueden ser tierras procedentes de otras zonas contaminadas o compost

contaminado, ya sea abono de explotaciones ganaderas o compost generado de la
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degradacion de restos de plantas que ya estaban contaminadas en este plaguicida y no se

ha producido la degradacion del plaguicida en la fermentacion del compost.

A modo de resumen, en la Figura 4 se muestran los valores medios de los plaguicidas
persistentes detectados en los suelos estudiados durante los tres muestreos (M1, M2 y

M3).

Con (ng/kg)
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Figura 4. Valores medios (ng/kg) de los plaguicidas persistentes durante los tres
muestreos. Abreviaturas: M1: Muestreo realizado en Septiembre de 2009; M2:

Muestreo realizado en Octubre de 2010; M3: Muestreo realizado en marzo de 2011.

Se puede observar que algunos de los productos de transformacion de los plaguicidas
persistentes aumentan durante los tres muestreos realizados, indicando que aunque los
productos “padre” se anadieron hace tiempo, debido a su elevada persistencia, ain se
estan produciendo procesos de transformacion de los mismos, observandose mayores

concentraciones en el tercer muestreo.

Si los resultados obtenidos se comparan con estudios previos, se puede observar que
. . . . .5 ..
mientras que en un estudio realizado en Galicia™, el hexaclorobenceno es el plaguicida

mas comunmente detectado, en el estudio realizado en Almeria, s6lo ha sido detectado
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en una muestra. También en el sur espafiol se han realizado varios estudios, en los que
se evalud la presencia de DDTs tras su prohibicién, observando una considerable
reduccion de dichos compuestos, ya que se han pasado de valores que oscilaban entre
3.5-46 mg/g a valores comprendidos entre 0.08-11.1 mg/g, observandose mayores
concentraciones en suelos dedicados al cultivo de arroz que en suelos donde se

cultivaba olivar(19).

Finalmente, y en el plano internacional, se puede destacar un estudio llevado a cabo
en China, donde se ha observado que tanto DDT como hexaclorobenceno han sido los
compuestos més detectados™, aunque en Shanghai ademas se detectaron endosulfan y

DDT, expresado como suma de p,p -DDT, p,p -DDD, p,p -DDE, o,p -DDT>*.

4.2. Evaluacion de la presencia de plaguicidas no persistentes.

Una vez evaluada la presencia de plaguicidas persistentes, se muestran a continuacioén

los resultados de los plaguicidas no persistentes (Tablas 11-13).
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Tabla 11. Plaguicidas no persistentes detectados en la toma de muestra 1.

Plaguicidas Eji122 | Eji222 |Eji322 | Eji422 |Eji522 | Matl21 | Mat221 | Mat321 |Roq322 [ Nor123 |Roq126 | Vic126 |Media | SD
Bifentrin 8 ND 9 10 38 2 ND ND 2 ND ND ND 12 13
Bromopropilato 2 ND 11 5 ND ND ND ND ND ND ND ND 6.5 6.4
Bupimirato 2 ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND 2
Ciproconazol ND ND ND ND 36 3 ND ND ND ND ND ND 20 23
Difeconazol ND ND ND ND ND ND ND 7 ND ND ND ND 7
Dimetomorf 185 ND 186 208 64 ND ND ND ND ND ND ND 161 65
Feranimol ND ND ND ND 19 ND ND ND ND ND ND ND 19
Fludioxonil 4 ND ND ND 102 ND ND ND ND 10 ND ND 39 55
Procimidona 16 25 ND 58 337 54 ND 10 41 ND ND ND 77 116
Tetraconazol 2 ND ND ND ND ND ND 31 ND ND ND ND 17 21
Triadimefon 2 2 ND 10 26 ND ND ND ND 3 ND ND 8.6 10
Imidacloprid 10 ND ND 48 15 ND ND ND 25 ND ND ND 25 17
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Tabla 12. Plaguicidas no persistentes detectados en la toma de muestra 2.

Plaguicidas Eji122 | Eji222 | Eji322 | Eji422 | Eji522 | Mat121 | Mat221 | Mat321 | Roq322 | Nor123 | Roql126 |Vicl26 | Media | SD
Bifentrin 6 ND 9 4 30 ND ND ND ND ND ND ND 12 12
Bromopropilato ND ND ND ND ND ND 5 ND ND ND ND ND 5
Bupimirato 3 ND 14 ND 84 ND ND 5 ND ND 5 ND 22 35
Ciproconazol ND ND ND ND 16 ND ND 7 ND ND 7 ND 10 52
Dimetomorf 59 ND 55 38 23 ND ND ND ND ND ND ND 44 17
Feranimol ND ND ND ND 13 ND ND ND ND ND ND ND 13
Fludioxonil ND ND ND ND 48 ND ND ND ND 86 ND ND 67 27
Pentaclorobenceno ND ND ND 4 ND ND ND ND ND ND ND ND 4
Piridaben ND ND ND 27 ND ND ND ND ND ND ND ND 27
Procimidona ND 3 ND ND 46 5 ND 5 5 ND ND ND 13 19
Tetraconazol ND ND ND ND ND ND ND 97 ND ND ND ND 97
Triadimefon ND ND ND 2 18 ND 6 ND ND ND ND ND 8.7 8.3
Imidacloprid 3 ND ND 2 15 ND ND ND 21 ND 12 ND 11 8.1
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Tabla 13. Plaguicidas no persistentes detectados en la toma de muestra 3.

Plaguicidas Eji122 |Eji222 |Eji322 |Eji422 |Eji522 | Matl21 | Mat221 Mat321 |Roq322 |Norl23 |Roql26 |Vicl26 |Media SD
Bifentrin 36 5 21 30 ND 7 ND ND 17 ND ND ND 19 12
Bromopropilato 8 ND 16 9 ND ND 14 ND ND ND ND ND 12 39
Bupimirato ND ND ND ND 228 ND 29 72 ND ND ND ND 110 105
Ciproconazol 2 6 ND ND 7 ND 14 7 ND 19 ND ND 9.2 6.2
Difeconazol ND ND ND ND 7 5 ND ND ND 10 ND ND 7.3 2.5
Dimetomorf 87 ND 36 51 8 ND ND ND ND ND ND ND 46 33
Dinifeconazol ND ND ND ND ND ND ND 8 ND 12 ND 11 10 2.1
Etoprofos ND ND ND ND ND 6 ND ND ND ND ND ND 6
Feranimol ND 5 ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND 5
Fludioxonil 10 ND ND ND 68 ND ND ND ND ND ND ND 39 41
Penconazol ND ND ND ND 7 ND ND ND ND 33 ND ND 20 18
Pentaclorobenceno ND ND 4 ND ND ND ND ND ND ND ND ND 4
Piridaben 60 ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND 60
Piriproxifen 9 ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND 9
Procimidona 13 5 ND 10 16 28 9 8 21 ND 13 10 13 6.8
Propiconazol ND ND ND ND ND ND ND ND ND 38 ND ND 38
Tetraconazol 9 ND ND ND ND ND ND 156 ND 61 ND ND 75 75
Triadimefon 10 11 ND 8 ND ND ND ND ND 35 ND ND 16 13
Imidacloprid 67 87 9 78 ND 46 38 ND 118 ND 47 17 56 35
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En la Tabla 11 se puede observar que se han encontrado 12 plaguicidas no persistentes
en el primer muestreo, siendo la procimidona el detectado a mayor concentracion (337
ng/kg en la muestra de Eji0522). Ademas se puede indicar que en un 25 % de los

suelos, s6lo se ha detectado un plaguicida.

En el segundo muestreo realizado, se han encontrado 13 plaguicidas no persistentes, y
en un 41.7 % de los suelos analizados, s6lo un plaguicida ha sido detectado. De forma
general, los niveles de plaguicidas detectados en este segundo muestreo son inferiores a

los del primero.

Finalmente, en el tercer muestreo, se han detectado 19 plaguicidas no persistentes, y
en un 50% de los suelos so6lo se ha encontrado un plaguicida. Ademas, el plaguicida
encontrado a mayor concentracion ha sido bupimirato, con una concentracion de 228

ng/kg en la muestra Eji0522.

Si se observan los valores medios obtenidos, se puede observar que los mayores
valores se obtienen en el primer y tercer muestreo, mientras que en el segundo dichos
valores suelen ser inferiores. Esto puede estar relacionado con la época de muestreo, ya
que tanto el primer y tercer muestreo se realizaron al comienzo de la campafa, donde es
habitual comenzar con aplicacion de plaguicidas antes de la siembra y antes de la
germinacion completa de la planta, mientras que el segundo muestreo fue llevado a cabo
al final de la primera parte de la campana, donde se esta recogiendo fruto y no se suele

aplicar ningtn plaguicida.

En general, se observa una mayor variacion de los niveles de concentracion
encontrados en relacion a los plaguicidas persistentes, debido a que la mayoria de estos
si han podido ser utilizados entre los distintos muestreos realizados, no solamente en los

cultivos existentes durante la etapa de muestreo, sino en los inmediatamente anteriores.

A continuacién se muestran para cada muestra los plaguicidas detectados en los tres

muestreos.
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Muestra Eji120 Muestra Eji222
Con (pg/kg) Con (pg/kg)
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Muestra Eji522 Muestra Mat121
Con (ugkg) Con (ug/kg)
400 70
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Figura 5.- Presencia de plaguicidas en las distintas fincas muestreadas. Los codigos de los plaguicidas son los indicados en la Tabla 7.
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Considerando las figuras antes expuestas, se puede comentar lo siguiente:
- Plaguicidas en la muestra de suelo Eji120.

El plaguicida que se detecta a mayor concentracion es el dimetomorf. También se
detectan plaguicidas que estan incluidos en el RD 9/2005 como es el endosulfan f3,
endosulfan éter, endosulfan sulfato, o,p’-DDD y p,p -DDE con valores inferiores a los

LMR indicados en el RD 9/2005.
- Plaguicidas en la muestra de suelo Eji222

Los plaguicidas que se detectan a mayor concentracion son endosulfan éter, o,p -DDD,
p.p -DDE, procimidona y imidacloprid. De los plaguicidas que estan en el listado del
RD 9/2005 como son el endosulfan éter y p,p -DDE los valores obtenidos son mucho

menores a los LMRs indicados en el RD 9/2005.
- Plaguicidas en la muestra de suelo Eji320

Como se puede observar el plaguicida a mayor concentracion es el dimetomorf'y p,p -
DDE, pero ademaés se detectan los plaguicidas bifentrin, bromopropilato, bupimirato y
endosulfdn éter con valores menores a los anteriormente mencionados. De los
plaguicidas que aparecen en el RD aparecen el p,p -DDE y endosulfan éter con valores

mucho menores al LMR indicado en el RD.
- Plaguicidas en la muestra de suelo Eji422.

Se puede observar que los plaguicidas presentes a mayor concentraciéon son dimetomorf,
p.p -DDE, procimidona y imidacloprid, donde el p,p -DDE aparece en el RD 9/2005 y
tiene un valor mucho menor que el LMR indicado en el RD 9/2005 (600 ng/kg).

- Plaguicidas en la muestra de suelo Eji522.

Los plaguicidas que se detectan a mayor concentracion son bifentrin, bupimirato,
dimetomorf, procimidona imidacloprid y fludioxonil que no aparecen en el RD pero
también se detectan otros plaguicidas como el p,p’-DDE y endosulfan éter que si estan

en el RD, con valores inferiores a los indicados en el LMR del RD 9/2005.
- Plaguicidas en la muestra de suelo Mat121.

Se detectan plaguicidas como son el endosulfan B, endosulfan éter y p,p’-DDE que

aparecen en el RD 9/2005, a concentraciones inferiores al LMR indicado en el RD
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9/2005. También se detectan otros plaguicidas como el procimidona y imidacloprid que

no se encuentran incluidos en el RD 9/2005.
- Plaguicidas en la muestra de suelo Mat221.

De los plaguicidas que aparecen en el RD 9/2005, los que mas se detectan son
endosulfan B, endosulfan éter y endosulfan sulfato con valores inferiores al LMR del
RD 9/2005, y otros no incluidos en la legislacion como bromopropilato, bupimirato,

ciproconazol, procimidona y imidacloprid.
- Plaguicidas en la muestra de suelo Mat321.

Se detectan plaguicidas de los que se encuentran en el RD 9/2005 como endosulfan éter
y o,p’-DDD con valores inferiores a los del RD 9/2005, pero principalmente se

encuentran el bupimirato y tetraconazol con valores superiores a 50 pg/kg.
- Plaguicidas en la muestra de suelo Roq322.

Se detectan plaguicidas que estan en el RD 9/2005 como el endosulfan a, endosulfan f,
endosulfan éter, endosulfan sulfato y p,p -DDE, pero con valores muy inferiores a los
indicados en el RD 9/2005. También se detectan plaguicidas como el bifentrin,

procimidona y imidacloprid que no estan en el RD.
- Plaguicidas en la muestra de suelo Nor123.

Se detectan plaguicidas del RD 9/2005 como el endosulfan éter y p,p -DDE con valores
inferiores en relacion al LMR del RD 9/2005. Los que presentan concentraciones
superiores a 30 pg/kg son de los que no se encuentran recogidos en el RD 9/2005 como
el  fludioxonil, pentaclorobeceno, propiconazol, tetraconazol, triadimefon
principalmente con valores mas elevados y también hay otros como el ciproconazol,

difeconazol y dinifeconazol.
- Plaguicidas en la muestra de suelo Roq126.

Se puede observan que no se detectan plaguicidas excepto el p,p -DDE que parece en el
RD 9/2005 con valores inferiores al LMR del RD 9/2005, encontrdndose mayores

concentraciones del imidacloprid.
- Plaguicidas en la muestra de suelo Vic126.

Se observa que no se detectan muchos plaguicidas, y en concentraciones menores a
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otros suelos estudiados, de los que aparecen en el RD 9/2005 son el endosulfan éter y
p.p -DDE con valores muy inferiores a los indicados en el RD 9/2005, encontrandose

mayores concentraciones de dinifeconazol, procimidona y imidacloprid .
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5. Conclusiones y propuestas de trabajo futuras.

Las principales conclusiones que se pueden obtener del presente estudio son:

e Se ha demostrado la presencia de plaguicidas persistentes como p,p -DDE,
endosulfan y hexaclorobenceno. A pesar de la prohibicion de DDT y endosulfan,
debido su persistencia se detectan productos de transformacién de los mismos,

aunque a bajas concentraciones.

e También se observa que la concentracion de los plaguicidas detectados y
recogidos en el RD 9/2005, es inferior al valor de LMR que se indica en el

citado Real Decreto.

e Los plaguicidas no persistentes detectados a mayor concentraciéon de manera
general son el imidacloprid (presente en casi todos los suelos analizados) y la

procidimiona.

e En el tercer muestreo se han encontrado mayores concentraciones de algunos
plaguicidas (mayoritariamente no persistentes), indicando su posible uso entre

las fechas en las que se realizaron los muestreos.

e Entre los distintos municipios, se puede observar que las muestras de El Ejido
son las que presentan unos mayores niveles de concentracion de los plaguicidas

detectados.

Teniendo en cuenta estas conclusiones, se proponen las siguientes actuaciones de

trabajo futuras:
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< Ampliacion del nimero de muestras para incrementar la poblacion bajo estudio,
por ejemplo, a zonas del levante almeriense, donde también existen amplias

zonas dedicadas a agricultura intensiva.

<= Analisis de los suelos en diferentes profundidades para observar el posible perfil

de los plaguicidas en el suelo.

<= Analisis de suelos en los que se tiene en cuenta las posibles modificaciones que
se han hecho al suelo como la adiccién de fertilizantes organicos (compost,

abono, agua,..).

< Comparacion de suelos de invernaderos en los que se realiza un cultivo
tradicional y cultivo de control biologico para observar la diferencia de
concentracion de plaguicidas encontrados, el tipo de plaguicidas y su

persistencia.
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