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RESUMEN

El insecticida Clorpirifos ha tenido dltimamente restricciones en su aplicacién, principalmente por la alta in-
cidencia sobre el ser humano por este tipo de insecticida fosforado (exposiciones-intoxicaciones). El presente
estudio tiene como objetivo mostrar la variabilidad de los residuos en frutos y hojas, en un huerto de man-
zanos en edad temprana, integrando un sistema que, por lo general, se aborda a través de la cuantificacién
del impacto de la aplicacién de este insecticida sobre los frutos. Para el seguimiento, se utilizé una hilera de
7 drboles, donde se aplic6 en forma manual Losban 50% WP Se utilizé el micrométodo de extraccién y se
cuantificé la concentracién de pesticida en los distintos tiempos por GC con detector FID. El promedio del
coeficiente de variabilidad (Cv) presenté un 61,8% para frutas y 45,0% en hojas. Se demostré que el mues-
treo de los frutos planteado en el experimento es el de mayor fuente de incertidumbre (99,2%). Se discute
la vida media (t,,) para los frutos y hojas, dividiendo el periodo en estudio en dos fases. El micrométodo
de extraccién experimental permite un mayor ahorro de tiempo y materiales, demostrando ser eficaz en la
extraccion de pesticida de las matrices estudiadas. Se plantea como poco probable describir con una relacién
matemdtica simple la persistencia de los residuos de clorpirifos, considerando los diversos procesos quimicos,
fisicos y bioquimicos asociados a nivel de los dos elementos en estudio.
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ABSTRACT

Chlorpyrifos has been subject to use restrictions due to the high impact this phosphorus pesticide has on
human health (exposures-poisonings) . The present study aims to show the variation of pesticide residues in
the fruit and leaves of a young apple orchard by integrating a system that, in general, quantifies the impact
of pesticide application on the fruit. A row of 7 trees was used to monitor, where Losban 50% WP was ap-
plied by hand. A micromethod was used to extract residues and pesticide concentration was quantified at
different times by gas chromatography using a flame ionization detector (FID). The coefficient of variation
(Cv) was 61.8% in fruit and 45.0% in leaves. Fruit sampling conducted in this experiment was shown to
be the one with the highest source of uncertainty (99.2%). Half-life (t ) was studied for fruit and leaves,
dividing the study period into two phases. The micromethod of experimental extraction allows greater
savings in time and materials and proved effective in pesticide extraction from the studied matrices. It is
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unlikely to describe the persistence of chlorpyrifos residues by a simple mathematical relationship since
there are several chemical, physical and biochemical processes associated to the two elements under study.

Keywords: pesticide, degradation, uncertainty.
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INTRODUCCION

Un ensayo supervisado de residuos es defi-
nido por la Organizacién de las Naciones
Unidas para la Agricultura y la Alimenta-
cién (FAO) como un estudio cientifico en
el cual un plaguicida es aplicado a cultivos
o sobre animales segtin las condiciones es-
pecificadas que reflejen pricticas comercia-
les, después de lo cual los productos comes-
tibles son cosechados en intervalos sucesi-
vos y variables para analizar la presencia de
residuos y asi poder construir una curva de
degradacién. Las pricticas de manejo del
cultivo y la aplicacién de los plaguicidas
se hacen segtn las condiciones existentes
o propuestas en las Buenas Practicas Agri-
colas (BPA) (FAO, 1981; Gonzilez, 1988;
Curkovic, 1996).

El clorpirifos (CHP), cuya composicién
corresponde quimicamente al Tiofosfato
de 0,0- dietilo y 0- 3,5,6- tricloro —2- pi-
ridilo, es un compuesto aplicado general-
mente a cultivos hortofruticolas por ser un
insecticida de amplio espectro, el cual ha
causado discusiones acerca de su presunta
contaminacién tanto en el medio ambiente
como en el hombre. Por otro lado, enfrenta
una probable reduccién de su actual limite
méximo de residuo (LMR) asignado por la
Enviromental Protection Agency US (EPA)
(1,5 ppm; expresado como residuo de clor-
pirifos y su metabolito), probablemente a
su limite de deteccién: 0,01 ppm) (Gonza-
lez, 2002).

Se estima que la Regién del Biobio utili-
za sobre 20 toneladas al ano de insecticidas
(SAG, 20006). Por lo tanto, es recomendable
el uso de técnicas analiticas que extraigan
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el ingrediente activo (IA), sin interferir su
cuantificacién (Arias-Estévez et al, 2008).
En orden prioritario, para una misma com-
binacién plaguicida/cultivo, el resultado
analitico de una curva de disipacién, des-
pués de la dltima aplicacién, depende de
diferentes factores como dosis empleada,
tipo y estado fenoldgico del cultivo (Ric-
cio, 2006), formulaciones comerciales, nt-
mero de aplicaciones, y minimo niimero
de ensayos. La mayor incertidumbre de los
resultados corresponde al muestreo; segiin
Ambrus y Lantos (2002), éste es de un 80-
90%. Otros autores, sefialan una variabili-
dad de 49 % para frutos y 71% para hojas,
concluyendo que deberia considerarse el
muestreo estratificado sobre la base de es-
tructurar zonalmente los drboles (Xu et 4/.,
2000).

El micrométodo de extraccién, segin
Stainwanter (1990), permite un mayor
ahorro de tiempo, materiales. Sin embar-
go, considerando la incertidumbre asocia-
da, desde la aplicacién, toma de muestra,
métodos analiticos, entre otros, hacen que
los ensayos supervisados no aseguren evi-
denciar el comportamiento e impacto de
los residuos de plaguicidas. En el presente
estudio permite determinar la variabilidad
de los residuos de CHP en frutos y hojas,
integrando un sistema que, por lo general,
se aborda a través de la cuantificacién del
impacto de los residuos sobre los frutos.

MATERIALES Y METODO

Se trabajé en un huerto experimental de
manzanas, con la variedad Scarlet, de la
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Universidad de Concepcién, Campus Chi-
llin. EI huerto es de 3 ha y de 9 anos. Los
drboles del huerto estdn formando bloques
de 5 por 3 m. Para el seguimiento se utilizd
una hilera con 7 drboles. Se establecié una
segunda hilera, como zona control, la que
no recibié el tratamiento. Se aplicé Lors-
ban 50% WP, mediante mdquina a pistén
manual, segtin lo recomendado por la Aso-
ciacién Nacional de Fabricantes e Importa-
dores de Productos Fitosanitarios (AFIPA,
1998) y las BPA para el producto en estu-
dio, durante el periodo de crecimiento del
fruto temprano (Octubre—Noviembre del
2004).

Las muestras compuestas de manzana y
hojas se levantaron en los tiempos 0 (dos
horas después de la aplicacién), 4, 7, 11
y 14 dias posterior a la incorporacién del
pesticida, segiin Ambrus y Lantos (2002).
Los sitios de muestras fueron seleccionados
aleatoriamente.

Las muestras compuestas se formaron
con 12 unidades de manzanas y 30 unida-
des de hojas, las que se extrajeron de seis
segmentos imaginarios en los que se dividié
cada 4rbol (alto interior, alto exterior, me-
dio interior, medio exterior, bajo interior y
bajo exterior). De cada segmento se sacaron
dos unidades de manzanas y 5 unidades de
hojas, de un total de 7 drboles (previamente
aleatorizados), marcando el lugar de extrac-
cién. Para obtener muestras sucesivas de los
diferentes tiempos, éstas fueron obtenidas
de los alrededores de la marca. Por lo tanto,
se extrajeron 35 muestras totales (7 drboles
x 5 tiempos x 1 matriz).

Las muestras se envasaron en bolsas de
polietileno y se trasladaron al laboratorio
en un periodo no mayor a una hora, y se
sometieron a enfriamiento profundo y se
mantuvieron a -18°C. Se molié y homo-
genizd una muestra equivalente a 1 kg de
frutos, y 30 unidades de hojas en una pi-
cadora o en una procesadora de alimentos
(Moulinex (R)). Se pesé 5g de muestra y se
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traspasan a un tubo de centrifuga de 50 ml.
Se agregd 20 mL de una mezcla de acetona/
diclorometano (1:1) y 2 g de NaCl. Se agi-
t6 con homogenizador Ultraturrax (Jankel
& Kunkel (R)), durante 1 minuto exacto,
medido con cronémetro. Se centrifugd a
3200 rpm (Hettich (R)), durante 5 minu-
tos. Se colocé el extracto orgdnico en vaso
de 50 ml con barra magnética. Se agregé 2
g de Na SO, anhidro y se agité con agita-
dor magnético (Colors Quid (R)) durante
5 minutos. Se dej6 en reposo durante 2 a 5
minutos hasta que aclare la fase orgdnica.
Se tom¢ una alicuota de 10 mL equivalente
a 2,5 g de muestra. Se colocé en un balén
de 50 mL, esmerilado, de forma cénica. Se
redujo el volumen en evaporador rotato-
rio al vacio (Heidolph (R)), a 40°C hasta
0,5mL. Se agregd 5mL de acetona y con-
centré nuevamente. Se repiti6 la operacién
dos veces. Se transfirié el residuo a un tubo
graduado de 2 mL con pipeta Pasteur (con
goma), se lavé con acetona hasta comple-
tar el volumen de 2 mL. Se inyecté 1 pL
de la muestra en las condiciones indicadas
para el cromatégrafo. Se cuantific contra
un estdndar, inyectando tres veces en forma
alternada con la muestra.

Para la identificacién y determinacién
cuantitativa del IA se utilizé un cromatégra-
fo Carlo Erba con detector NPD y colum-
na capilar SGE 25QC5/BP5-1.0 de 25 m
y 0.53 mm ID. Se determind el coeficiente
de variacién total para determinar la incer-
teza de los resultados, del procesamiento, y
del andlisis cromatogréfico, segiin los estu-
dios de Ambros y Lantos (2002), ademds
de la validacién de la metodologia, segtin
Stainwanter (1990).

Se calculé la vida media del compuesto,
mediante la férmula: C = C, X ¢ (Mon-
temurro et al., 2002). Donde: C = Con-
centracién de CHP en un tiempo t; C0 =
Concentracién de CHP en el tiempo ini-
cial; k = tasa de disipacién en dias; t = tiem-
po de postaplicacién.



Theoria, Vol. 20 (2): 2011

RESULTADOS

Fvaluacién de las curvas de declinaciéon
para fruto

Se observé que la variacién de los resulta-
dos distorsiona las tendencias de los cam-

bios que presentan los residuos, como se
aprecia en la Tabla I, donde los resultados
destacados en negrita presentan valores su-
periores a las mediciones previas, llegando
a un ntimero de 9 resultados, con un coefi-
ciente de variacién (Cv) de 61%.

Tabla I. Concentracién de CHP de las 7 muestras compuestas de manzanas (ppm) a través del tiempo (dias)

y su coeficiente de variabilidad (Cv).

Tiempo Arbol Arbol Arbol Arbol Arbol Arbol Arbol  Promedio C,
(dias) 1 2 3 4 5 6 7
0 3,029 2,445 0,563 0,481 0,712 1,893 2,903 1,649 0,53
4 0,991 0,657 0,653 0,671 0,209 0,630 0,903 0,673 0,34
7 0,189 0,438 0,178 0,125 0,260 0,138 0,763 0,290 0,73
11 0,108 0,197 0,238 0,311 0,177 0,077 0,806 0,273 0,83
14 0,363 0,284 0,109 0,093 0,181 0,072 0,480 0,226 0,64
Cv promedio 0,61

Las variaciones de las concentraciones
de CHP en manzana, en los 7 sitios, se pue-
den representar matemdticamente a través
de curvas de declinacién, donde el mejor

ajuste se expresa en los sitios con una ex-
presién del tipo polinémica, con los coefi-
cientes de determinacién que reflejan las
correlaciones respectivas (Tabla II).

Tabla II. Ecuaciones Caracteristicas de las curvas de declinacién del CHP de manzanas en los 7 drboles y

promedio.
Arbol Ecuacién caracteristica Coeficiente Tendencia orden
correlacién r?
y=a+bx"ex?+dx?’ 0,999 P 2,5
2 y=a+bx+ cx’+ dx”’ 0,998 P 3
3 y= a+bx+cx'+dx™’ 0,858 P 1,5
4 y =a+bx+ cx"+dx"’ 0,674 P 1,5
5 y=a+bx +cx!+dx"’ 0,983 P 1,5
6 y=a+bx"+cx?+dx’ 0,999 P 3
7 y=a+bx®+cx®+dx® 0,999 P 3
Promedio en y=a+bx" +cx? +dx? 0.999 P 3
frutos

P: tendencia polindmica.
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Evaluacién de las curvas de
declinacién de CHP para hojas

Los resultados para hojas (Tabla III) mues-
tran un decrecimiento continuo del nivel

de residuos de CHP, similar a los observa-
dos en frutos de manzanas. Presentan sélo
3 valores destacados en negrita, superiores
a las mediciones previas, el Cv alcanza un

valor de 45%.

Tabla ITI. Datos de concentracién de CHP de las 7 muestras compuestas de hojas (ppm) a través del tiempo

(dfas) y su coeficiente de variabilidad (Cv).

Tiempo Arbol 1 Arbol 2 Arbol 3 Arbol4 Arbol5  Arbol6  Arbol7  Promedio C,
(dfas)
0 20,600 15,260 45,280 15,04 16,480 9,440 17,540 19,94 0,58
4 5,676 1,689 3,267 2,453 2,515 2,797 3,000 3,058 0,51
7 0,487 1,116 0,728 0,299 0,337 0,473 0,651 0,584 0,42
11 0,543 0,492 0,708 0,502 0,319 0,820 0,637 0,574 0,25
14 0,224 0,278 0,223 0,362 0,315 0,485 0,196 0,228 0,51
Cv promedio 0,45

Las variaciones de las concentraciones
de CHP en hojas, en los 7 sitios, se pueden
representar matemdticamente a través de
curvas de declinacién, donde el mejor ajus-

te se expresa en los sitios con una expresién
del tipo polinédmica, con los coeficientes de
determinacién que reflejan las correlacio-
nes respectivas (Tabla IV).

Tabla IV. Ecuaciones Caracteristicas de las curvas de declinacién del CHP de hojas en los 7 drboles y pro-

medio.
Arbol Ecuacién Caracteristica Coeficiente tendencia orden
correlacién

1 y=a+bx"+cx+dx’ 0,999 P
2 y=a+bx+cx"’+dx*’ 0,999 P 1,5
3 y=a+bx+cx?’+dx®’ 0,999 P 2,5
4 y=a+bx+cx"+dx® 0,999 P 3
5 y=a+bx+cx1,5+dx? 0,999 P 2
6 y=a+bx1,5+cx2,5+dx’ 0,999 P 3
7 y=a+bx+cx1,5+dx*’ 0,999 P 2,5

Promedio en y=a+bx + cx1,5+dx? 0,999 P 2

Hojas

P: tendencia polindmica.
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DISCUSION Y CONCLUSIONES

En la evaluacién de los residuos de pestici-
das, una etapa inicial de seguimiento estaria
relacionada con las implicancias asociadas
a las metodologias en uso para el control
de plagas agricolas, especialmente cuando
se aplican compuestos al sistema, y que
podrian impactar en el medio ambiente,
ya que la focalizacién dirigida a una plaga
especifica es dificil de lograr, como se ha
demostrado a través de diferentes estudios,
donde la presencia de estos compuestos y
sus metabolitos atin es posible de ubicar en
sustratos diversos, que no necesariamente
son el objetivo (Barra ez /., 2001; Palma
et al., 2004; Kogan ez al., 2007; Woudneh
et al., 2009; Cai et al., 2010; Bradford ez
al., 2010). Es decir, los controles actuales
estdn dirigidos principalmente a medir la
eficiencia del IA sobre las plagas y los ni-
veles de residuos en el producto final (Sazo
et al., 2008; Meyer ez al., 2009), pero, ;qué
ocurre con los residuos del IA en los otros
sustratos ajenos al objetivo principal, al uti-
lizar las metodologfas vigentes a nivel de
campo? Dentro de este contexto, los resi-
duos medidos en las muestras compuestas
de manzanas y hojas se aprecian en las ta-
blas I y III, respectivamente, donde el pro-
medio de Cv presenté un 61,8 y 45,0%,
respectivamente; lo que estarfa indicando
una mayor incertidumbre en los resultados
que los obtenidos por Ambrus y Lantos
(2002), que para el caso de manzanas pre-
senté un 30%. En el caso de Junod et al.
(2009), el Cv presenta un valor de 43% en
frutos y 39% en hojas, en edad madura del
fruto. Esto confirma que a la incertidumbre
asociada al muestreo se agregan los factores
relacionados a la aplicacién del IA, como
en este caso, que corresponde a una pulve-
rizacién manual. Para las muestras de man-
zanas, se obtuvo un Cv para procesamiento
de 7,25% de incerteza, similar al obtenido
por Ambrus y Lantos (2002). Sin embar-

26

go, al calcular la variabilidad total del re-
sultado (Cv,), segin Ambrus et al. (2002),
variabilidad del resultado (Cv, = 61,8%),
variabilidad del procesamiento de la mues-
tra (Cv, =7,25%) y variabilidad del anilisis
cromatogréfico Cv, = 3,66, se obtuvo un
valor de Cv, de 61,26% , lo que significaria
que el muestreo planteado en el experimen-
to es el de mayor fuente de incertidumbre
(99,2%), siendo la contribucién remanente
del procesamiento de muestras y andlisis de
menos impacto (61,8-61,26)/61,8 =0,8%.
Se esperaba de la metodologia utilizada,
obtener un grado de incertidumbre para el
muestreo entre un 84-90% considerando la
propuesta experimentada.

Otros autores sefalan una variabili-
dad de 49% para frutos y 71% para hojas,
concluyendo que deberia considerarse el
muestreo estratificado sobre la base de es-
tructurar zonalmente los drboles (Xu et al.,
2006), tal como se realizé en el presente
trabajo, es decir, la metodologia no asegu-
rarfa resultados con menos incertidumbre.
Por otra parte, en 11 ensayos supervisados,
con muestras que representan a 13 paises,
se ha encontrado Cv entre un 16 a 38%
para muestras compuestas en productos ve-
getales frondosos, 10 unidades para mues-
tras de tamafio pequefio y 5 unidades para
las de tamafio mayor (Ambrus, 2009). Una
posible explicacién estd referida al tamafno
de muestra, ya que a través de la simulacién
se ha visto que, al disminuir el nimero de
frutas, el Cv aumenta considerablemente
(Xu et al., 2008).

La t,, estimada para los frutos y hojas
fue de 5,84 y 2,85 dias para el primer estu-
dio de 7 dias y una vida media t,,, de 9,16
y 5,17 los siguientes 7 dias; situacién que
se verfa afectada por la distribucién del IA
sobre la cuticula y ceras de las manzanas.
Para frutos y hojas de manzanos en edad
madura, segin Junod ez al. (2009), presen-
taron una t,, de 3,5 y 1,3 dias; los 7 dfas

1/2
posteriores 8,3 y 2,7; siendo mds lenta la
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degradacién en el segundo periodo, similar
al presente estudio, lo que pareciera tener
un efecto sobre la fotodegradacién e incor-
poracién de IA al fruto (Riccio ez al., 2006).

La forma de presentacién separada de la
degradacién es propia de sistemas donde se
pretende describir en forma mds apropiada
la disipacién en el sustrato requerido (fru-
to, hojas), a través de modelos matemadticos
bifésicos, al procurar mejores ajustes y de-
finicién (Montemurro ez al., 2002; Magri
y Haith, 2009). La curva de declinacién
de los residuos de frutos y hojas presentan
una tendencia polinémica (Tablas IT y IV)
con un valor de coeficiente de correlacién
(r*) de 0,999 en todos los casos, la que es-
tarfa influenciada por la relacién superficie/
volumen, aumentando las probabilidades
de exposicién al ambiente de los sustratos,
principalmente al utilizar una pulveriza-
cién manual del IA.

El micrométodo de extraccién permitié
un ahorro de solventes (1/10), con posibili-
dades de su recuperacion. A su vez, muestra
un ahorro de tiempo y materiales, presen-
tando alta eficiencia en la extraccién del IA
de las matrices estudiadas.

Finalmente, se aprecia que es dificil des-
cribir con una simple relacién matemadtica
la persistencia de los residuos de CHD, el
cual estd influenciado por procesos quimi-
cos, fisicos y bioquimicos a nivel de los dos
elementos en estudio. Por lo tanto, confir-
ma la necesidad de validaciones metodolé-
gicas locales, con un enfoque integrador del
sistema de huerto de manzanos.
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