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RESUMEN

El clorpirifos (CFP) es un plaguicida organofosforado de amplio uso en Colombia. Bajo condiciones hidroliticas
puede transformarse en 3, 5, 6-trichloro-2-pyridinol (TCP), del cual se desconoce su impacto ambiental . En
este trabajo, se evalué la degradacion hidrolitica del CPF vy la toxicidad de una muestra Unica sobre Daphnia
pulex luego de un proceso de 24 horas de degradacion. La concentracion de CPF se determind mediante
cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas (GC/MS). Las vidas medias encontradas para
CPF fueron de 18.52, 49.79 y 12.45 horas a condiciones de pH 5.74, 7.83 y 9.46 respectivamente. Los
ensayos de toxicidad, mostraron la inmovilidad de la totalidad de los neonatos de D. pulex expuestos a la
muestra degradada. Estos resultados indican que bajo pH similares a los evaluados, el CPF es transformado a
TCP y que los productos de degradacién pueden incrementar los efectos toxicos del CPF en el ambiente.
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HYDROLYTIC DEGRADATION OF CHLORPYRIFOS AND ASSESMENT OF HYDROLYZED EXTRACT
USING Daphnia pulex

ABSTRACT

Chlorpyrifos (CPF) is an organophosphorus pesticide widely used in Colombia. Under hydrolytic conditions
CPF may be transformed to 3,5,6-trichloro-2-pyridinol (TCP) which environmental impact is still unknown. In
this work, the hydrolytic degradation of CPF was studied as well as the toxicity of a single sample for
exposition of Daphnia pulex after 24 hours of sample degradation. The CPF concentration was determined by
Gas chromatography- mass spectrometry (GC/MS). The half-life found for CPF was 18.52, 49.79 and 12.45
hours, for pH values of 5.74, 7.83 and 9.46, respectively. The toxicity assay showed immobility of all D. pulex
neonates exposed to the sample. These results indicate that under similar condition of pH, the CPF is
transformed to TCP. Also, the degradates may increase the complexity of toxicity effects of CPF in the
environment.
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1. INTRODUCCION

En Colombia la venta de plaguicidas en el afio 2012
ascendio a 11.820 ton, de las cuales 1.360
correspondieron a Clorpirifos (CPF), un plaguicida
organofosforado que representa un riesgo potencial
[1-3]. Se estima que del total de plaguicida aplicado
en zonas agricolas, mas del 90% del ingrediente
activo y sus productos de degradacion pueden
ingresar a los ambientes acuaticos debido a
practicas inadecuadas de aplicacion [4]. La
degradacion de plaguicidas en el agua ocurre a
través de procesos abioticos (hidrdlisis y fotdlisis) y
biéticos (degradacién microbiana) y entre estos, la
hidrélisis es muy importante [5-7]. Generalmente,
la hidrélisis de los plaguicidas organofosforados
implica la ruptura de ésteres fosféricos o
tiofosforicos mediante ataques nucleofilicos o
electrofilicos, dando lugar a la degradacién primaria
de estas sustancias [8]. Estas reacciones dependen
del pH del agua.

Un estudio realizado en 1996, reportd que en las
zonas aledafias al embalse Riogrande I, se aplican
frecuentemente  plaguicidas  organofosforados
incluyendo CPF en las actividades agricolas [9]. De
acuerdo con algunos estudios, esta sustancia
posee una vida media entre 10 a 120 dias en el
agua y se transforma en 3,5,6-trichloro-2-pyridinol
(TCP) bajo mecanismos hidroliticos [10]. En
consecuencia, el CPF y sus productos de
transformacion pueden contaminar el recurso
hidrico en zonas con gran actividad agricola y
podria implicar una exposicion de los seres
humanos a este plaguicida y sus productos de
degradacion [11]. Sin embargo, los grandes
volumenes de dilucion en cuerpos de agua,
aumentan las dificultades analiticas para valorar la
presencia de los productos de degradacion y los
plaguicidas [12-13].

El pH del agua es un factor determinante en los
procesos de degradacion hidrolitica de plaguicidas,
lo cual disminuye su persistencia y por lo tanto su
ecotoxicidad. Sin embargo, algunos productos de
transformacion pueden tener una mayor capacidad
de bioacumulacion y ser mas toxicos que los
plaguicidas [14]. Debido a la importancia de la
degradacion hidrolitica en el comportamiento de los
plaguicidas en la fase ambiental, se realizaron
ensayos de hidrélisis de CPF bajo condiciones
controladas. Los pH evaluados corresponden a
valores encontrados en embalses colombianos,
con el fin de determinar si estas condiciones
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ambientales favorecen la formacién de TCP vy si
esta transformacion puede aumentar el riesgo en
cuerpos de agua. Estos resultados, podrian sugerir
la evaluaciéon de este producto de degradacion en
los parametros de calidad de agua.

2. MATERIALES Y METODOS

2.1. Materiales

Los estandares de alta pureza (>99.5%) para CPF
y TCP fueron adquiridos en Chemservice. Los
solventes de alta pureza (Para analisis de residuos
de plaguicidas y cromatografia de gases) Metanol
(MeOH), acetona, acetonitrilo (ACN) y acetato de
etilo (EtOAc) fueron suplidos por Burdick and
Jackson (Honeywell). EI MTBSTFA- CAS no.
77377-52-7 fue suministrado por Sigma Aldrich. El
sulfato de sodio anhidro (Na,SO,), Acetato de
Sodio (CH3C0O0-Na) y el cloruro de amonio (NH4CI)
fueron suministrados por CARLO ERBA. Los
cartuchos para SPE Bond-Elut/ 3mL, fueron
comprados en Agilent technologies. Finalmente la
columna para GC/MS Rix-5silMS 30m-0.25 um-
0.25mmID fue suplida por Restek.

2.2. Hidrdlisis de CPF

Para la hidrolisis de CPF a pH 5.74, 7.83 y 9.46 se
emplearon tres replicas por tratamiento vy siete
tiempos de reaccion (0, 6, 12, 16 24, 60 y 90
horas), agitacion constante y un control negativo.
Para controlar el pH de los tratamientos durante el
estudio cinético, se prepararon 2 soluciones buffer

con agua desionizada: una solucién acida
(CH3;COOH/CH3COONa) y otra basica
(NH4CI/NH3) con pH de 574 y 946

respectivamente. Para las muestras de pH neutro,
se usO agua desionizada con un pH de 7.83.
Posteriormente, a cada muestra se le adicionaron
100 yL de una solucion patrén de CPF a una
concentracion inicial de 1100 ppb en metanol.

2.3. Analisis de CPFy TCP por GC/MS

Para el tratamiento de muestra, se tomaron 10 mL
de agua y se realizd una extraccion en fase sélida
con cartuchos SPE-bond elut, previamente
acondicionados con HCI 0.1M: H,O: MeOH en
proporcion 2:2:2. Posteriormente, se eluyeron los
analitos con una mezcla de EtOAc: Acetona: ACN
en proporcion 5:15:10. El eluido se recolectd en un
balon de vidrio y las muestras se evaporaron a
sequedad con ayuda de un rotaevaporador.
Finalmente, el extracto concentrado se reconstituy6
con 1 mL de EtOAc: Acetona en proporcion 1:1y se
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llevdo a un vial de cromatografia. Para la
cuantificacion de CPF se emple6 una metodologia
analitica modificada del trabajo de investigacién de
Holger y colaboradores, la cual fue modificada y
previamente validada en el laboratorio [15]. Se
inyecto 1 pL de la muestra en un equipo GC/MS
marca Thermo Scientific con ionizacién por impacto
electronico (El) y detector de simple cuadrupolo en
modo SIM y en modo SCAN bajo las siguientes
condiciones: Temperatura inicial 50°C, se
incremento la temperatura a una rata de 25°C por
minuto hasta 320°C y alli se mantuvo por 1 minuto.
Se us6 gas Helio como gas de arrastre y una
columna Restek para la separacion, los
compuestos fueron identificados en cada muestra
por medio de espectrometria de masas usando la
libreria NIST MS. Para la cuantificacion de TCP se
adicionaron 100 pL de la fraccién reconstituida en
insertos de vidrio y se mezclaron con 20 pL del
derivatizante  metil-tributil-silil-trifluoro  acetamida
(MTBSTFA). Posteriormente, las muestras se
sometieron a derivatizacion durante 1 hora a 70°C.
Las muestras derivatizadas son estables por un
mes [16]. Finalmente, se inyectd 1uL de la fraccion
derivatizada en el GC/MS bajo las mismas
condiciones descritas para CPF.

Ensayos de toxicidad con D. pulex

Para la evaluacién de la toxicidad aguda del
extracto hidrolizado con D. pulex, se aplico el
método analitico de la EPA del 2002 [17]. La Cepa
de D. pulex fue cultivada bajo las siguientes
condiciones: temperatura 22 + 1°C con un
fotoperiodo de 16 horas luz y 8 horas de oscuridad
e iluminacion con 1000 a 1500 Ilux. La
concentracién de oxigeno disuelto se mantuvo en
un nivel superior al 60% de saturacion. Diariamente
se suministraron a los cultivos 4.5 ml/L del alimento
(tetramin y alfalfa). Finalmente, en el ensayo de
toxicidad con muestra Unica, se realizaron 4
réplicas con 10 individuos neonatos de 24 horas de
edad expuestos durante 48 horas al extracto
hidrolizado.

Andlisis de los datos

Se aplicé un disefo de experimentos factorial con 2
factores (factor 1 tiempo de hidrolisis factor 2 pH)
con 10 tratamientos y 3 réplicas.

Para el analisis de los resultados se emplearon
pruebas no paramétricas: anadlisis de varianza
multifactorial (ANOVA), Kruskal-Wallis y diferencia
minima significativa (LSD) de Fisher; Aceptando un
valor de significancia estadistica del 95%.
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Fig 1. Corrido cromatografico (GC/MS full SCAN) para CPF y TCP. Los resultados corresponden al tiempo
cero para la hidrolisis basica del CPF. La identificacion por espectrometria de masas demuestra la presencia

de los analitos de interés en las muestras tratadas
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3. RESULTADOS Y DISCUSION

3.1. Determinacién de CPF y TCP en muestras
hidrolizadas por GC/MS.

Los compuestos CPF y TCP fueron cuantificados
usando un ion especifico y un ion de confirmacién
en modo SIM (tabla 1).

Tabla 1. Tiempo de retencion (tg), ion de
cuantificacion (IQ) y un ion de deteccién (ID) de
compuestos identificados en las muestras
hidrolizadas
Compuesto  tg (min) 1Q ID
CPF 9.50 314 197
TCP 8.23 254 256

Los corridos cromatograficos presentados en la
Figura 1, indican una buena separacion de los
analitos de interés en full SCAN.

Los resultados en modo SCAN que se muestran en
la figura 1, muestran la presencia de TCP en las
muestras hidrolizadas a pH basico, sin embargo se
encontré la presencia de este metabolito en los

diferentes  tratamientos, lo que indica la
degradacion primaria del CPF por medio de
mecanismos hidroliticos.

De acuerdo con algunos autores, durante la
degradacion primaria se produce una

transformacién que altera la estructura molecular
de las sustancias quimicas [18]. En los plaguicidas
organofosforados, se ha reportado hidrélisis en
medios acuosos acidos, basicos y neutros por
ataques electrofilicos y nucleofilicos, siendo la
hidrdlisis basica la via predominante [19].

Para el CPF, ha sido propuesto un mecanismo de

ruptura homolitica del enlace fosfoester del
plaguicida (Fig. 2).
Cl
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Fig 2. Ruptura homolitica del CPF y formacion del
metabolito TCP. Tomado de Hydrolysis of
chlorpyrifos in natural waters of the Chesapeake
Bay [8]

TCP
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La reaccion que se muestra en la figura 2, indica
los mecanismos bajo los cuales pudo transformarse
el TCP en las muestras sometidas a hidrolisis
quimica.

En la figura 2 se observa, como un rompimiento del
enlace oxigeno-fésforo, bajo condiciones
hidroliticas, lleva a la formacion del TCP.

3.2. Influencia del pH en la tasa de degradacion
Al comparar los valores medios de CFP en los
tres tratamientos mediante el método de Ila
diferencia significativa minima (LSD) de Fisher, se
evidenciaron diferencias estadisticamente
importantes y en consecuencia, es evidente que la
tasa de degradacion hidrolitica del CPF en el agua
esta afectada por el pH del medio. Ademas, como
se infiere en las Fig 3. A, By C, la transformacion
del CPF presenta un decaimiento de tipo
exponencial.

De acuerdo con el analisis grafico de las figuras A,
B y C, la transformacién hidrolitica del CPF
presentd una cinética de primer orden, tal como ha
sido reportado por otros autores [20].

En todos los procesos hidroliticos se encontré el
metabolito TCP en modo SCAN y se determiné de
forma cualitativa la presencia de dicho compuesto
(Fig.1), de esta forma, la identificacién de TCP en
las muestras, indica un rompimiento del enlace
fosfoester del CPF de forma similar a la propuesta
por algunos autores.

Los resultados de vida media indican la
degradacion del 50% del CPF en menos de 50
horas en los tres tratamientos, lo que muestra una
baja estabilidad del ingrediente activo en
soluciones acuosas aun en condiciones neutras,
como se muestra en la tabla 3.

Como se observa en la tabla 3 la vida media de
CPF varié entre 12.45 en el tratamiento con un pH
de 9.46 y 49.79 horas en la solucidon neutra
(pH=7.83). En la solucion acida (pH=5.74) la vida
media del CPF fue 18.52 horas.
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Fig 3. Transformacién hidrolitca de CPF bajo
condiciones acidas (A), basicas (B) y neutras (C).
Los coeficientes de correlacion indican un buen
ajuste del modelo de regresion parta el decaimiento
de primer orden

Tabla 3. Vida media del CPF en los tres
tratamientos
pH
Tratamiento | 5.74 | 9.46 | 7.83
Vida media (h) | 18.52 | 12.45 | 49.79
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Los valores reportados en la tabla 3, son inferiores
a los reportados en la literatura, los cuales oscilan
entre 10 a 120 dias en el agua [8]. En dicho trabajo
se evalud los efectos hidroliticos del CPF en agua
natural y por tanto, los altos valores de vida media
del CPF podrian atribuirse al efecto complejante de
la materia organica u otras sustancias presentes
en la matriz y que pueden alterar la cinética de
degradacion y el tiempo de vida media [9]. Dado
que en esta investigacion se realizaron los
ensayos hidroliticos en agua desionizada, las
diferencias en la vida media del CPF se pueden
asociar al pH del agua.

3.3. Implicaciéon de los resultados encontrados
en las practicas agricolas.

En las practicas agricolas, los agricultores aplican
el CPF (polvo) en solucién acuosa. De acuerdo
con los resultados de vida media, es importante
que los agricultores no almacenen soluciones del
CPF antes de su aplicacion, debido a que una
fraccion importante de esta sustancia puede
transformarse hasta TCP. Ademas, es posible que
la hidrolisis quimica del CPF en las soluciones de
aspersion modifique el efecto de este insecticida
durante el control de plagas en las fumigaciones.

Los resultados de este trabajo indican Ila
conveniencia de aplicar rapidamente el CPF
después de su preparacion en agua, con el fin de
mejorar su eficacia. Ademas, para los agricultores
una disminucién del poder insecticida del CPF
genera una aplicacion de concentraciones mayores
del producto o el empleo de otros plaguicidas.
Ademas, la degradacion del CPF en la solucion de
aplicacion, representa una disminucién en las dosis
sugeridas por los proveedores y por lo tanto se
podria favorecer la resistencia de plagas.

3.4. Andlisis de la toxicidad de muestras
hidrolizadas

La exposicion de neonatos de D. pulex a la
solucion hidrolizada pH 9.46 (t=24 horas), produjo
inmovilidad de todos los ejemplares. Estos
resultados indican una alta toxicidad del extracto,
incluso después de una degradacion del 90% del
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CPF, lo que indica que los sub-productos de
degradacion del CPF son téxicos para los
neonatos. Dado que la hidrdlisis del CPF a TCP
produce una pérdida de la actividad insecticida de
la solucién, es posible que los efectos sobre D.
pulex estén asociados a la accion del TCP y otros
metabolitos no considerados en la investigacion.
Estos resultados indican que en los estudios sobre
las implicaciones de este tipo de sustancias en los
ecosistemas acuaticos, es importante considerar
el analisis del CPF junto con los metabolitos mas
importantes.

3.5. Implicacion de los resultados encontrados
en el estudio de la dindmica del CPF en el agua.
En los cuerpos de agua con pH similares a los
evaluados, el ingreso de CPF por infiltracion o
escorrentia lleva a una degradacion hidrolitica de
este plaguicida a TCP, un metabolito del cual no se
posee informacion relacionada con su toxicidad.
Por lo tanto, para los cuerpos de agua destinados
para la captacion de agua en acueductos, se
sugiere el analisis del CPF junto con su producto de
degradacion, con el fin de realizar una mejor
valoracion de la calidad de agua por contaminacion
con esta sustancia.

4. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

Aunque en todos los tratamientos, el CPF se
transformé a TCP, el pH basico (9.46) favorecio
una degradaciéon mas rapida y por tanto una vida
media mas corta.

Se evidencio una alta tasa de transformacion del
CPF a TCP en todos los tratamientos y en
consecuencia, inestabilidad acuosa del CPF. Se
sugiere que después de su  preparacion, el
producto se aplique rapidamente con el fin de
asegurar su eficacia. Ademas la degradacion rapida
del CPF a TCP muestra la importancia de incluir
este producto de degradacion en los analisis de
calidad de agua.
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Las muestras hidrolizadas de CPF en pH basico,
producen la inmovilizaciéon de todos los neonatos
de D. pulex indicando una alta toxicidad.
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