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Resumen

El area de mayor produccion de la actividad agricola en la Provincia del Neuquén se
extiende sobre el valle inferior del rio homénimo, en los departamentos Confluencia y
Afielo. A los cultivos tradicionales de peras y manzanas se han sumado en los ultimos
afos vifledos, fruta fina, cereales, olivares y hortalizas, totalizando en este sector mas de
20.000 hectareas bajo riego. En esta misma regién se asientan los yacimientos de
petréleo y gas mas importantes de la cuenca Neuquina y, en la actualidad, se explota la
roca madre mediante métodos no convencionales con 1.039 pozos perforados en los
Ultimos tres afios y expectativas de un crecimiento exponencial, ya que se trata de la
segunda y cuarta reserva mundial de gas y petréleo no convencional, respectivamente. El
agua del rio es un recurso indispensable para todas las labores agricolas e industriales,
asi como también para abastecer una poblacién creciente asentada en varias localidades
a lo largo de su curso hasta la confluencia con el rio Limay.

El objetivo del presente trabajo fue realizar un relevamiento de la calidad quimica del
agua del rio Neuquén, asociada a la presencia de hidrocarburos y agroquimicos y fijar los
niveles actuales de estos contaminantes como medida de futuros impactos que pudieran
producirse como consecuencia del desarrollo descripto. Para ello se seleccionaron 23
sitios de muestreo, 14 en el rio, 4 en los embalses Los Barreales y Mari Menuco y 5 en
canales de riego y drenaje de chacras. El area abarca alrededor de 120 km del curso
inferior del rio, desde una zona netamente rural, atravesando los sectores productivos,
yacimientos de gas y petrdleo y la zona mas densamente poblada de Confluencia.

Se analizaron plaguicidas organoclorados, plaguicidas organofosforados, carbamatos,
piretroides e hidrocarburos alifaticos y poliaromaticos en muestras de agua y sedimentos
superficiales, mediante CG-NPD, CG-FID, CG-uECD y CG-MS. Los resultados muestran
la presencia de hidrocarburos alifaticos resueltos en el rango ND-51,44 ug/g ps (peso
seco) de sedimento. Sélo en dos sitios se superoé el valor de referencia de UNEP (10 ug/g
ps). La aplicacién de indices de estimacion de origen para los hidrocarburos detectados
sefiala que proceden de plantas vasculares y algas, y no se corresponden con
contaminacion petrogénica. En ninguna muestra se hallaron hidrocarburos
poliaromaticos. En cuanto a los plaguicidas analizados, en un drenaje fue detectado
clorpirifos (23 ppb) en sedimentos y trazas en un canal de riego. Ambas muestras fueron
recolectadas dentro de la temporada de mayor aplicacion de agroquimicos. En 4 sitios

correspondientes a la zona de la confluencia fue detectado p-p’-DDE (1,29 — 5,43 ug/kg
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ps) en sedimentos, superando el valor guia para proteccion de la vida acuética en
sedimentos fijado por el Consejo Canadiense de Ministros de Ambiente (CCME) en 1,42
Ha/kg ps.

Con el propésito de estimar un nivel de riesgo por presencia de plaguicidas se aplicé
el indice PRISW-1 en tres niveles tréficos (alga, invertebrado acuatico y pez). Para ello se
seleccionaron como concentraciones esperadas los LD y LC del método analitico y los
valores guia disponibles. El indice se aplicé para clorpirifos y metil azinfos, ya que estos
plaguicidas son los histéricamente detectados en canales de riego y de drenajes. Los
resultados indican que aun a concentraciones del LD del método, el nivel de riesgo
esperado resultaria pernicioso para las comunidades acuéaticas.

Se concluye que el agua de la baja cuenca del rio Neuquén presenta una buena
calidad respecto de los compuestos estudiados. Sin embargo, deben establecerse planes
de vigilancia dada la vulnerabilidad del recurso ante el avance de las actividades que se

desarrollan en la region.

Palabras claves: residuos de plaguicidas; hidrocarburos alifaticos; hidrocarburos
policiclicos aroméaticos, extraccion asistida por ultrasonido; evaluacion de riesgo

ecotoxicologico; sedimentos; agua.
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Abstract

The main area of crop production in Neuquén Province extends over the low-middle
valley from the homonymous river, at Confluencia and Afelo departments. In the last few
years, vineyard, fine fruits, cereals, olives and vegetables have been added to the
traditional pear and apple crops, totalizing in this sector more than 20.000 hectares under
irrigation. This region also holds the most important oil and gas fields from Neuquén
basin. Nowadays, unconventional formations are being developed using a technique
known as hydraulic fracturing, with approximately 1.039 wells drilled in the last three
years. Moreover, an exponential growth is expected; because of these fields represent the
second and fourth largest reserves of shale oil and gas of the planet. The river water is an
indispensable resource for the region’s agricultural and industrial activities. It also supplies
growing populations in several villages along its course until the confluence with Limay
river.

The goal of the present study was to survey water quality in Neuquén river, search for
the presence of hydrocarbons and agrochemicals presence and set the current levels of
these pollutants as a future measure of impacts that may occur as a consequence of the
described development. Therefore, specific sampling points (fourteen in the rivers, four in
Los Barreales and Mari Menuco dams, and five in irrigation and drainage channels) were
selected. The area covers approximately 120 km of the lower course or the river,
stretching over a rural area, oil and gas fields, as well as the most inhabitated zone of
Confluencia.

Organochlorines, organophosphates, carbamates and piretroids pesticides and
aliphatic and polycyclic hydrocarbons were analyzed in water and superficial sediments
samples, by GC-NPD, GC-FID, GC-uECD and GC-MS. The outcomes show the presence
of resolved aliphatic hydrocarbons in the range of ND-51.44 ug/g dw (dry weight)
sediment. Only in two sites, the UNEP’s guideline (10 pg/g dw) was exceeded. The
application of the diagnosis indexes for the detected hydrocarbons indicates that they
come from vascular plants and algae, and they do not correspond with petrogenic
pollution. Polycyclic aromatic hydrocarbons were not detected along this study. With
regards to the analyzed pesticides, chlorpyrifos was detected in sediments of a drainage
(23 ppb) and in an irrigation channel (Tz). Both samples were collected within the

agrochemicals application period. In four sites near the confluence zone p,p” -DDE (1,29-
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5,43 pg/kg dw) was detected in sediments, at a concentration exceeding the limit
established as quality criteria for sediments from the CCME (1,42 pg/kg dw).

With the aim of estimating a risk level due to the presence of pesticides, PRISW-1
index was applied in three trophic levels (algae, aquatic invertebrate and fish). The LD
and LQ of the analytical method and the recommended guidelines were selected as
predicted environmental concentrations. The index was calculated for chlorpyrifos and
azinphos methyl since these pesticides are the historically detected in drainage and
irrigation channels. The results indicate that even at LD concentrations, the risk level
would be hazardous for aquatic communities.

In conclusion, Neuquén river represents good quality water with regards to
concentrations of the studied compounds. Nevertheless, surveillance plans should be
established because of the vulnerability of the resource in face of the developments in the

region.

Keywords: Pesticide residues; hydrocarbons; sonication-assisted extraction;

ecotoxicological risk assessment; sediments; water.
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1. Introduccion

1.1. Elvalle de los rios Neuquén y Negro

El norte de la Patagonia argentina es un area de transicion entre el clima templado y
el semiarido; alli se ubica el valle de los rios Negro y Neuquén en las provincias
homénimas, donde los suelos con aptitud agricola y la gran disponibilidad hidrica
constituyen recursos de una gran potencialidad agroproductiva. Las obras de riego y de
drenaje posibilitan la actividad a gran escala, con una marcada especializaciéon en el uso
del suelo, dedicado principalmente al cultivo de peras y manzanas, aunque también se
cultivan cereales, oleaginosas, forrajes y hortalizas.

La consolidacion de la fruticultura, como produccion que vertebra la dinamica
socioecondmica, delined el territorio desde 1930 (Radonich et al., 2008). La importancia
del area se relaciona con su vocacion al mercado internacional desde su creacion, lo que
ha orientado la constante incorporacion tecnol6gica para responder a las exigentes
demandas del mercado externo. Segun datos de la Fundacion Barrera Zoofitosanitaria
Patagonica (FUNBAPA), las pomaceas frescas representan el 45% de todas las
exportaciones de frutas argentinas; de ese porcentaje, el 95% de la produccion se origina
en el Alto Valle de Rio Negro y Neuquén (FUNBAPA, 2007). Cabe mencionar que
Argentina es el primer exportador de peras del mundo, por lo que la fruticultura es la base
de una de las principales economias regionales del pais. En el afio 2013, se contabilizé
una produccion total de 686.069 Tn de peras y 694.980 Tn de manzanas en el Alto Valle
(Villarreal et al., 2010).

La region presenta una precipitacion media anual de 188 mm, heladas primaverales
tardias que frecuentemente afectan a los cultivos, e intensa radiacién solar en verano
(FUNBAPA, 2007). Los vientos predominantes son de los cuadrantes oeste y sudoeste,
con mayor frecuencia en primavera-verano. Su intensidad obliga a utilizar cortinas
cortavientos en el perimetro de los cuadros de los cultivos, para lo cual tradicionalmente
se plantan diferentes especies de alamos. El granizo es otra adversidad climética que
afecta el area, con frecuencia e intensidad variable, causando pérdidas econdmicas en la
produccion. Los suelos de la regién se caracterizan por su baja meteorizacién, con un
perfil profundo y sin gran desarrollo edafico. Son de origen coluvional, de texturas
arenosas Y franco limosas, con un contenido de materia organica entre 1% y 5% en el

valle aluvial y con velocidad de infiltracion de media a alta (FUNBAPA, 2007).
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La cuenca del rio Neuquén tiene una extension aproximada de 32.500 km?. El
régimen hidrolégico del rio es pluvionival y posee dos ondas de crecidas en el afio: la
primera de ellas ocurre en época invernal, principalmente en el periodo mayo - agosto
originada por precipitaciones liquidas y sélidas. La segunda crecida ocurre hacia fines de
la primavera (noviembre - diciembre) principalmente por la fusiéon de la nieve (AIC, 2001).
Los estiajes son habituales hacia fines del verano y comienzo del otofio (febrero - abril).

El caudal medio anual del rio Neuquén medido en la estacién de aforo Paso de los
Indios es de 310 m?%s. El régimen hidroldgico del cauce principal no se ve alterado hasta
Portezuelo Grande. En este sitio se emplaza un digque derivador que regula el caudal del
rio Neuquén en 12 m®/s y deriva los excedentes a dos embalses laterales consecutivos:
Los Barreales y Mari Menuco, sobre la margen derecha del rio. Estos embalses estan
conectados a través de la obra de control Loma de la Lata. A la salida del embalse Mari
Menuco se ubica la central hidroeléctrica Planicie Banderita. Luego de pasar por las
turbinas, el agua se reintegra al curso del rio mediante un canal de restitucion. A partir de
este punto, el caudal del rio aumenta considerablemente, aunque con un médulo de 280

m°®/s. Todas estas obras integran el Complejo Cerros Colorados (Figura 1).

CERROS COLORADOS COMPLEX

Partezuelo Grande Dam . - )
MEUGUEN PROVINCE, ARGENTINA

n River
auﬂ“ﬂ .
L Flanicie Bandarita Dam
¥ and power plant
N =
=~
Los Barreales Lake '
A Mari Menuco Lake '
1
Fortezuelo Grande
derivation channal
Loma de la Lata Dam El Chafiar
chieck dam

Figura 1. Obras hidraulicas en el rio Neuquén tramo Portezuelo Grande — dique compensador El
Chafar. Fuente: http://aguaspatagonicas.com/cuenca-del-rio-neuguen/complejo-cerros-colorados.

Aguas abajo del sitio de la restitucién se emplaza el dique compensador de caudales

El Chafiar y el dique derivador Ingeniero Ballester, este Ultimo capaz de desviar caudales
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para el riego del sistema del bajo valle y excesos hacia el lago artificial Pellegrini. La
regulacion que posibilitan los embalses se traduce en la disponibilidad de caudales en la
época de estiaje del rio, coincidente con la alta demanda de agua para el riego de los

cultivos.

1.2. La fruticultura y la actividad hidrocarburifera en el

valle del rio Neuquén

El area de mayor representatividad de la actividad fruticola en la Provincia del
Neuquén se extiende sobre el valle medio-inferior del rio homénimo, en los
departamentos Confluencia y Afielo. La regién presenta un avance continuo de la frontera
agricola hacia el noroeste del tradicional bajo valle neuquino. Debido a que la
precipitacién anual promedio es cercana a los 200 mm, se debe regar para suplir la
demanda evapotranspirativa de 950 mm/afio en frutales (Dufilho et al., 2012). La
modalidad de riego mas generalizada es por inundacioén, para lo cual se construyé una
red de canales de riego que capta agua del rio Neuguén y colectores de drenaje que
recogen el excedente de riego y lo conduce nuevamente hacia el rio. La disponibilidad de
suelo apto para agricultura y de agua permite una constante sistematizacion de tierras
para la agricultura. Segun un reporte del Servicio Nacional de Seguridad Alimentaria, en
el afo 2013 la superficie total cultivada en la Provincia del Neuquén fue de 36.877
hectareas, con peras y manzanas, y en menor medida, con ciruelas, cerezas, duraznos y
pelones, (SENASA, 2014).

Los nucleos agroproductivos sustentados por el rio Neuquén son:

% Sauzal Bonito. Es un pequefio paraje rural ubicado en la planicie aluvial del rio,
aguas arriba del derivador Portezuelo Grande, con un canal de riego de 10 km de
longitud que abastece un area productiva estimada en 70 hectareas, principalmente

de alfalfa, frutales y en menor medida horticultura.

+» Afielo. Su produccién es fundamentalmente agropecuaria, con cultivos de frutas y
hortalizas. El canal existente tiene capacidad para un riego potencial de 5.000

hectareas, aunque actualmente es menor la superficie puesta en produccion.
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% San Patricio del Chafar. Cuenta con 20.000 hectareas aptas para la produccion.
Las actuales areas bajo riego alcanzan las 4.000 hectareas. La parte efectivamente
productiva destina el 85% a frutales de pepita y el 6% a la produccion de vides. Los
cultivos de manzanas, peras Yy frutales de carozo, se alternan con la produccion de
uvas para vinificacion de alta calidad. Esta es la produccion mas tecnificada de la
provincia y una de las mas modernas del pais. El Estado provincial ha invertido en
infraestructura de canales y ha promovido la inversion privada para el desarrollo
agricola con tecnologia de punta y de alta rentabilidad, predominando los
establecimientos medianos y grandes con riego presurizado. Existen ademas 2.000

hectareas dedicadas a la explotacion ganadera de caprinos.

% Vista Alegre y Centenario. La produccién y empaque de frutas de pepita y carozo
constituyen las principales actividades econémicas, contando con 3.000 ha. La
produccion tradicional se encuentra desde los ultimos afios en plena expansion,
reconversion y diversificacion, mediante actividades que engloban frutas finas,
apicultura, vinicultura, floricultura y agroturismo. El riego es administrado por los
consorcios de Vista Alegre y Colonia Centenario. La boca toma del canal Centenario
se ubica sobre la margen derecha del rio aguas abajo del dique Ballester y tiene una
longitud de 21,5 km.

La carpocapsa (Cydia pomonella, L.) es plaga clave en las zonas de produccion de
pomaceas de nuestro pais y del mundo, y ha sido declarada plaga nacional de la
agricultura, lo que significa que su control es obligatorio por ley (FUNBAPA, 2007).
Aunque el manejo integrado de plagas se aplica en forma creciente en la regién, todavia
una gama de insecticidas de amplio espectro es utilizada con el fin de controlar las
principales plagas agricolas (Tosi et al, 2009). Las larvas de carpocapsa penetran en
manzanas, peras, membrillos y nueces para alimentarse de las semillas. Los frutos
atacados pierden valor comercial y son rechazados en el mercado, produciendo
importantes pérdidas en la economia regional y un posible cierre de exportaciones.
Ademas es plaga cuarentenaria para el mercado brasilero, es decir, su deteccion implica
el retiro de los lotes para exportacion a ese pais.

La lucha contra la plaga en la Norpatagonia se basa principalmente en la
pulverizacion de insecticidas dispersados en agua con equipos terrestres. Se entiende

por pulverizacién al fraccionamiento de una masa liquida proyectada por caferias que se
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rompe en particulas o gotas de distinto tamafio en la boquilla del equipo pulverizador, y
sale como una nube dirigida a la superficie de las plantas, aunque una fraccion se pierde
hacia el suelo. El inicio de la temporada de aplicacién sobre el monte frutal es en octubre
y finaliza en febrero-marzo. La actividad agroindustrial (jugueras, galpones de empaque,
sidreras y frigorificos) también emplea agroquimicos, en los meses de abril y mayo. La
mayor cantidad de agroindustrias se ubica en la Provincia de Rio Negro.

Desde las ultimas décadas del siglo XX se transita un proceso de reestructuracion
productiva y comercial en la cadena agricola por una creciente globalizacion del capital y
del consumo, por la redefinicion de actores sociales agrarios y por la reconfiguracion del
territorio. EI Gobierno Nacional incentiva la inversién privada con intervencion estatal,
para la exportacién de productos agricolas no tradicionales (Radonich et al., 2008), como
vinos y frutas finas. En esta linea, el Gobierno Provincial del Neuquén instrumenta
mecanismos para impulsar, diversificar e integrar la actividad agricola, como el Plan
Productivo de reconversion de la matriz productiva, que con fuerza de Ley (N°2669), se
viene implementando desde 1999. Entre sus objetivos, se encuentran la radicacion de
nuevas actividades agricolas y puesta en producciéon de mayor superficie de cultivo, para
lo cual serd necesario incrementar las zonas bajo riego y promocionar la instalacion de la
infraestructura de industrializacién de la produccién primaria.

Desde el 2013, el Gobierno Nacional ha implementado una linea de crédito con el fin
de impulsar la actividad fruticola, destinada a productores de frutales de pepita, cereza y
frutos secos. También existen proyectos de ampliacion de la infraestructura vinculada a la
actividad en la Provincia del Neuquén, instrumentados a través del Programa de
Servicios Agricolas Provinciales (PROSAP) de la Nacién. Entre ellos se destacan el
sistema de riego y drenaje Colonia Centenario y Vista Alegre, el sistema de riego y
drenaje San Patricio del Chafar y la electrificacién de las zonas agricolas de Afielo

(Secretaria de Politica Econ6mica y Planificacién del Desarrollo, 2014).

Las actividades agricolas concomitan con las agroindustriales, la extraccion de gas y
petréleo, turismo, ganaderia extensiva, generacion de energia eléctrica, actividades
comerciales y asentamientos urbanos y rurales. Asi mismo, la cuenca abastece de agua
para consumo humano a las localidades de Afielo, San Patricio del Chafar, Vista Alegre,
Colonia Centenario, Neuquén y Cipolletti, las que vuelcan sus efluentes tratados o sin

tratar en los rios de la region.

La historia de la actividad hidrocarburifera en la Provincia del Neuquén se remonta al

Lopez Ordieres, Maria Clara 15



afio 1918, cuando se descubre el primer pozo de petroleo en Plaza Huincul. Desde
entonces, la actividad ha venido amplidndose, con una mayor exploracién del subsuelo,
explotacion de nuevas areas, industrializacion del crudo y comercializacion de los
productos (gas y derivados del petr6leo). Actualmente, la actividad est4 concentrada en el
area correspondiente a la cuenca baja del rio Neuquén. Segun datos del Instituto
Argentino de la Energia (IAE) la cuenca hidrocarburifera Neuquina es a nivel nacional
primera en reservas comprobadas de gas natural y segunda en reservas comprobadas
de petréleo (IAE, 2012). Asimismo, la formacién Vaca Muerta tiene uno de los mejores
prospectos de shale a nivel mundial, siendo reconocida como segunda en reservas de
gas no convencional y cuarta en reservas de petroleo.

La actividad hidrocarburifera es significativa en la provincia: al mes de febrero de
2016, el nimero de pozos de produccién de gas y de petréleo no convencional llegé a
1.039 (Subsecretaria de Energia, Mineria e Hidrocarburos, 2016). La puesta en
produccion de yacimientos no convencionales trajo aparejado un explosivo crecimiento
demografico en los asentamientos proximos a la actividad y en la capital provincial,
reflejado en los datos oficiales. Segun el relevamiento del Censo Nacional de Poblacion,
Hogares y Viviendas, en el afio 2010 habia un total de 551.266 habitantes en la Provincia
del Neuquén de los cuales 10.786 correspondian al departamento de Afelo (INDEC,
2010). Para el 2019, se proyecta que la poblacién provincial ascendera a 683.857
habitantes y a 16.003 en Afelo (Direccién Provincial de Estadistica y Censos de la

Provincia del Neuquén, 2015).

1.3. Los potenciales efectos toxicos derivados de la

actividad agricola y de la explotacion hidrocarburifera

Los mercados internacionales demandan manzanas y peras libres de plagas, entre
ellas Cydia pomonella L. La elevada poblacién de plagas hace que el control en la mayor
parte de la regibn se base en el método quimico que consiste en la aplicacion de
plaguicidas dentro de planes fitosanitarios. Hasta 1990, se aplicaban compuestos
organoclorados, entre ellos el diclorodifeniltricloroetano (DDT), pero desde la sancién del
decreto 2121/90 se prohibe la importacion, fabricaciéon, fraccionamiento, comercializacion
y uso del DDT, debido a su elevada toxicidad para la salud humana, estabilidad quimica,

alto poder residual, bioacumulacién, biomagnificacién en los niveles tréficos y amplio
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espectro de accion (no selectivo).

Los organoclorados fueron sustituidos por metil azinfos, carbaril, fosmet, diazinén,
clorpirifos, metidation y derivados de los piretroides (FUNBAPA, 2007; Chicon &
Fernandez, 2011). Estos compuestos poseen un amplio espectro de accion, produciendo
efecto téxico no so6lo en la plaga que buscan controlar, sino también en muchos otros
organismos no blanco con los que entran en contacto, inclusive el ser humano (Van Toan
et al., 2013) pudiendo reducir la diversidad y abundancia de especies, deteriorando la
estructura y funcién del ecosistema y la disponibilidad de alimento de los organismos
(Ferrari, 2011).

Los plaguicidas histéricamente aplicados en la region fueron clasificados por la
Organizacion Mundial de la Salud como muy peligrosos (metil azinfos) y moderadamente
peligrosos (clorpirifos, carbaril, fosmet, metidation, esfenvalerato, fenvalerato, permetrina
y A-cialotrina). La exposicion humana a plaguicidas organofosforados inhibe
irreversiblemente a la enzima acetilcolinesterasa (AChE), necesaria para la sinapsis
colinérgica del sistema nervioso central y periférico, afecta la funcién respiratoria, produce
arritmia cardiaca y puede llevar a la inconsciencia. La exposicion aguda a plaguicidas
organoclorados produce sobreestimulacion de los sistemas nervioso central y periférico, y
disrupciones en el sistema endocrino (Magnarelli et al., 2011). Los carbamatos causan
una inhibicion reversible de la AChE, permitiendo que ésta restaure su actividad
enzimatica.

Cabe mencionar que a partir del 1 de julio de 2016 entra en vigencia la resolucién
SENASA 149/16 (BO 14/04/2016) que prohibe la elaboracion, importacion vy
fraccionamiento de metil azinfos, metamidofos y sus productos formulados, y a partir del
31 de marzo de 2017 se prohibe la comercializacion y uso de dichas sustancias. A pesar
de ello, los monitoreos de plaguicidas en el rio Neuquén deberan seguir incluyendo a
dichos compuestos.

Respecto al petréleo crudo, el mismo es principalmente una mezcla compleja de
hidrocarburos alifaticos (AHs') y en menor proporciéon de hidrocarburos policiclicos
aromaticos (PAHs?), olefinas, compuestos heterociclicos de nitrégeno, oxigeno y azufre y
compuestos 6rgano metalicos (Humberto Campos et al., 2005).

Los PAHs de alto peso molecular son el grupo de mayor preocupacion, dado que

algunos de ellos han sido reconocidos como mutagénicos o carcinogénicos para el

! Aliphatic Hydrocarbons, por sus siglas en inglés.
2 polycyclic Aromatic Hydrocarbons, por sus siglas en inglés.
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hombre y otros como potenciales carcindégenos, teratdgenos y mutagenos, segun
estudios realizados por la Agencia Internacional de Investigacion sobre el Cancer (IARC?,
1987), y debido a su persistencia y naturaleza hidrofébica, constituyen un riesgo potencial
para la biota y la salud humana (Vifias et al., 2010). La Agencia de Proteccion Ambiental
de los Estados Unidos (US EPA*) ha establecido 16 PAHs como prioritarios para su
monitoreo y analisis en las matrices ambientales. Estos compuestos son: naftaleno,
acenaftileno, acenafteno, fluoreno, fenantreno, antraceno, fluoranteno, pireno, 1,2-
benzoantraceno, criseno, benzo[b]fluoranteno, benzo[K]fluoranteno, benzo[a]pireno,

indeno[1,2,3-cd] pireno, dibenzo[ah]antraceno y benzo[ghi]perileno.

La toxicidad aguda de los PAHs en organismos acuaticos, la persistencia en el
ambiente, el caracter lipofilico y la bioacumulacion se incrementan a medida que aumenta
el nimero de anillos en la molécula (Zambrano et al.,, 2012). Los PAHs son
extremadamente toxicos para los organismos acuaticos a partir de 0,2 ppm y a
concentraciones superiores a 10 ppm la mayor parte son extremadamente téxicos para
las plantas acuaticas (Garcia Martinez, 2005). Por otra parte, el efecto subletal de la
mayoria de los PAHs es la inhibicién del crecimiento y la division celular de bacterias y
plantas acuaticas. En células animales, interfiere en las funciones de las membranas
plasmaticas celular y enzimatica.

Los hidrocarburos alifaticos poseen un gran espectro de efecto téxico sobre la salud
humana, segun la via de ingreso al organismo. Particularmente, por via digestiva se ha
documentado dolor abdominal, diarrea e irritacion de los tejidos. Entre los efectos en la
biota, pueden dafiar las células de los organismos e interferir en procesos metabdlicos,
causando dafios a la vegetacion, muerte de especies fitoplancténicas, larvas y huevos
gue flotan con el plancton en el agua (Humberto Campos et al., 2005).

Un numero importante de tdéxicos ambientales, entre ellos plaguicidas, fungicidas,
hidrocarburos, plastificantes y dioxinas, pueden producir una herencia epigenética
transgeneracional capaz de generar enfermedades y variaciones fenotipicas. Entre ellas
el incremento dramatico de problemas de fertilidad y enfermedades reproductivas en los
Gltimos afos, sugieren la posibilidad de un impacto de origen ambiental (Nilsson &
Skinner, 2015).

El término epigenética refiere a factores moleculares o procesos en torno al ADN que

regulan la actividad génica independientemente de la secuencia de bases del ADN y son

% International Agency for Research on Cancer, por sus siglas en ingles.
“United States Environmental Protection Agency, por sus siglas en inglés.
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mitoticamente estables (Skinner et al., 2010). Incluyen modificaciones quimicas de bases
como metilacion de citocinas del ADN, modificacion quimica de histonas, factores como
ARNs no codificantes y formas de empaquetamiento de la cromatina que determinan la
expresion o bloqueo de genes vecinos (Guerrero-Bosagna & Skinner, 2012). El efecto
involucra las lineas germinales (oocito y esperma) que trasmiten marcas epigenéticas que
influencian los parametros fisioldgicos y el acaecimiento de enfermedades en ausencia de
exposicion directa a los toxicos. Esto significa que la exposicion ambiental de los
ancestros puede influenciar el desarrollo de enfermedades en las sucesivas generaciones
sin que medie exposicion directa, creando un nuevo factor de analisis en la etiologia de
las enfermedades que debe ser considerado. La epigenética se ha observado en plantas,

moscas, gusanos, roedores y humanos.

1.4. Los métodos de extraccion de agroguimicos en

muestras de suelo

El andlisis de los residuos de plaguicidas consiste en la cuantificacion, a nivel de
trazas, de estos compuestos en diferentes matrices y generalmente consta de las etapas
de extraccion, purificacion y determinacion. En la extraccion de los plaguicidas de
muestras de suelo y sedimentos, el método tradicional y estandarizado es la extraccion
Soxhlet. EI mismo requiere el uso de un gran volumen de disolventes toxicos, es
laborioso y demanda 8 horas 0 mas de operacién segun el sistema matriz-compuestos.
La tendencia mundial en el andlisis ambiental es minimizar el uso de disolventes, reducir
el consumo energético, conseguir una mayor automatizacion del proceso y optimizar los
tiempos de analisis (Anastas & Zimmerman, 2003). Una alternativa a la extraccion
Soxhlet para muestras de suelo es el uso del ultrasonido en pequefias columnas que
utiliza volumenes reducidos de disolventes para la determinacién simultanea de
diferentes agroquimicos (Castro Jimenez, 2002; Castro & Tadeo, 2001; Garcia-Valcéarcel
& Tadeo, 2009; Sanchez-Brunete et al., 1998; Sanchez-Brunete et al., 2002).

1.5. Planteo del problema

Los niveles de dafio de las frutas por plagas repercuten negativamente en la
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produccion fruticola y consecuentemente en las exportaciones, siendo el uso de
plaguicidas el principal método de control del insecto. Simultdneamente, el Gobierno
Provincial neuquino lleva adelante un plan de expansién de la frontera agricola y de
diversificacion de cultivos (destinado al mercado interno y externo) que implica la puesta
en produccién de una mayor area bajo riego y control de plagas. Paralelamente, el auge
de la actividad hidrocarburifera en el departamento Afielo implica el uso de grandes
volimenes de agua y esta ocasionando un explosivo crecimiento demografico. El
escurrimiento superficial de las precipitaciones en la cuenca, el agua subterranea y los
canales colectores del excedente de riego de las zonas agricolas descargan en el rio
Neuquén, por lo que alli se espera detectar la presencia de contaminantes. Ademas el rio
esta expuesto a la afectacion y contaminacion potencial por petréleo derivado de la
perforacion, producciéon y transporte del crudo, aunque también son receptores de
efluentes urbanos, agricolas e industriales. El rio constituye una potencial fuente de
exposicién para organismos acuaticos y para las poblaciones cuyo abastecimiento de
agua de consumo depende de él o lo utilizan para actividades de recreacion.

La diversidad de usos que posee el agua del rio hace imprescindible un estudio de su
calidad mediante un andlisis quimico del agua y de los sedimentos, a fin de evaluar la
posible afectacidén asociada a la presencia de hidrocarburos y plaguicidas, sustancias con
reconocidos efecto téxico en la salud humana y en los organismos.

En el andlisis ambiental, es deseable que los métodos analiticos sean capaces de
realizar andlisis multi-residuo, donde un numero de compuestos es determinado
simultaneamente, en el menor tiempo posible y reduciendo todo el proceso de
preparacion de la muestra, con el uso de un pequefo volumen de solvente para asi

disminuir el impacto ambiental.

2.0bjetivos

2.1.  Objetivo general

¢ Realizar una evaluacion preliminar de la afectacion de la baja cuenca del rio
Neuquén asociada a la presencia de hidrocarburos alifaticos, policiclicos
aromaticos, plaguicidas organofosforados, organoclorados, piretroides vy

carbamatos.
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2.2.  Objetivos especificos

e Validar un método de extraccion asistida por ultrasonido de residuos de
plaguicidas organofosforados y carbamatos en suelos y sedimentos del valle del

rio Neuquén.

e Implementar en el laboratorio de Cromatografia de la Universidad Nacional del
Comahue el método validado para la determinacion de plaguicidas carbamatos y

organofosforados en suelo y sedimentos.

e Determinar la presencia y concentracion de plaguicidas e hidrocarburos en

sedimentos y agua de la baja cuenca del rio Neuquén.
e Estimar el origen de los hidrocarburos detectados.

e Realizar una evaluacion preliminar del riesgo ecotoxicologico de plaguicidas en

agua para sitios del rio Neuguén.

A fin de ordenar los temas relacionados a cada objetivo, la presente tesis se organiza
en tres partes. La primera consiste en la presentacion de los conceptos tedricos que dan
soporte a la investigacion, y estudios previos sobre plaguicidas e hidrocarburos en la baja
cuenca del rio Neuquén. La segunda parte centra su atencién en la validacion de un
método analitico para la determinacion de plaguicidas organofosforados y carbamatos en
suelo y sedimentos, alternativo a la metodologia tradicional. La tercera parte consiste en
el analisis quimico del agua y sedimentos superficiales de la baja cuenca del rio
Neuquén, incluido los embalses Los Barreales y Mari Menuco y los canales de riego y de
drenaje de la zona agricola de Colonia Centenario, para la determinacién de plaguicidas
e hidrocarburos alifaticos y policiclicos aromaticos. También se realiza la estimacion del
origen y fuente probable de los hidrocarburos detectados. La informacién generada en los
muestreos es integrada a informacién toxicologica, para determinar el nivel de riesgo

ecotoxicoldgico en el rio.
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PRIMERA PARTE

3.Marco tedrico

Desde tiempos remotos, el medio mas utilizado para limpiar, dispersar y disponer
desechos domésticos, industriales y exceso de riego ha sido el agua superficial, lo que
exige un control permanente de su calidad. El término calidad del agua puede ser
definido por su calidad natural, su uso por el hombre o por su calidad ambiental.

Por calidad natural del agua se entiende al conjunto de caracteristicas fisicas,
guimicas y biolégicas que presenta un cuerpo que no ha sufrido intervencion humana, es
decir, sus cualidades intrinsecas. La calidad del agua asociada a usos humanos se
refiere a la satisfaccion de ciertos parametros para determinado fin humano, como riego,
proceso industrial, consumo doméstico, recreacion, brebaje de ganado, conservacion de
especies de interés, entre otras. Asi, mientras un cuerpo de agua permite el desarrollo de
la vida de los organismos puede no ser apta para recreacién, y un agua Util para la
industria puede resultar inadecuada para consumo humano. La calidad ambiental esta
dada por la integridad del ecosistema, es decir, es el estado de un ecosistema que
muestra su biodiversidad caracteristica en términos de composicién y riqgueza de
especies y estructura de la comunidad, y que tiene plena capacidad de sostener el
funcionamiento normal del ecosistema (Sociedad Internacional para la Restauracion
Ecoldgica, 2004).

3.1. Contaminacion del agua  superficial  por

hidrocarburos y plaguicidas

La contaminacién ambiental en los compartimentos acuaticos causada por factores de
presién antrépica, como la agricultura intensiva y la industria, es un tema de gran
preocupacion mundial, dado que junto al crecimiento poblacional, pueden causar
impactos adversos sobre la calidad de las cuencas hidricas. Entre los compuestos
organicos, los plaguicidas y los hidrocarburos cobran especial interés debido a su amplia
distribucién en todas las matrices ambientales y sus probados y/o potenciales efectos

téxicos sobre la salud humana y organismos.
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Los hidrocarburos son una familia de compuestos orgénicos liposolubles que
constituyen la mayor fraccion del petréleo crudo y refinado. Dentro de ellos, los AHs son
una familia de compuestos conformados Unicamente por &tomos de carbono e hidrégeno,
unidos por enlaces covalentes simples o mdltiples. A su vez, las cadenas
hidrocarbonadas pueden ser lineales o ramificadas, ciclicas o abiertas. Los n-alcanos son
hidrocarburos saturados y de cadena lineal abierta.

Los PAHs son moléculas que contienen de dos a seis anillos aromaticos fusionados
de seis 0 cinco carbonos, a través de dos o mas atomos de carbono. La designacion
“aromaticos” hace alusion a un compuesto ciclico que contiene dobles enlaces
conjugados y una energia de resonancia inusualmente elevada (Wade, 2004). Esta
configuracion molecular imprime a los PAHs una elevada estabilidad quimica en el
ambiente y resistencia frente a la biodegradacion, por lo que integran el grupo de
contaminantes organicos persistentes (COPs). Los hidrocarburos aromaticos policiclicos
con 4 o 5 anillos son mas resistentes a la biodegradacion que aquellos constituidos por 2
o 3 (Casanova Rosero et al.,, 2006; Pinheiro et al., 2013) como asi también menos
volatiles y menos solubles en agua. Las masas moleculares y el numero de anillos
fusionados de los 16 PAHs que establece la EPA para monitoreo en matrices

ambientales se presentan en la Tabla 1.

De acuerdo a la Organizacion de las Naciones Unidas para la Agricultura y la
Alimentacion (FAO®) el término plaguicida abarca a todas las sustancias o mezclas de
sustancias destinadas a prevenir, destruir, repeler o mitigar alguna plaga (FAO, 2003). La
definicion también comprende a compuestos con otros efectos, como los reguladores del
crecimiento, defoliantes, desecantes, atrayentes, antiescaldantes, etc. Los plaguicidas
son deliberadamente diseminados por el hombre en el ambiente para aumentar la
productividad agricola. No obstante esto, s6lo un porcentaje de la masa de los productos
aplicados alcanza a las plagas que pretende controlar (blanco de accion); el resto se
dispersa en el ambiente y representa un riesgo potencial para los ecosistemas
(Montagna, 2011). Esta porcion libre en el ambiente alcanza a diversos destinos no
blanco y su movimiento por las matrices ambientales es muy complejo y variable,
determinado por procesos fisicoquimicos en los que intervienen propiedades inherentes a

la sustancia y caracteristicas del medio. Estd comprobado que en algunos casos el

® Food and Agriculture Organization, por sus siglas en inglés.

Lopez Ordieres, Maria Clara 23



transporte de plaguicidas ocurre a grandes distancias (Loewy, 2011). En la Tabla 2 se

presentan algunos de los agroquimicos monitoreados en la cuenca.

Tabla 1. PAHs de importancia en el monitoreo ambiental segin US EPA.

Masa molecular N° de

PAH N°CAS Abreviatura (um.a.) anillos
Naftaleno 91-20-3 Nap 128 2
Acenaftileno 208-96-8 Acy 152 3
Acenafteno 83-32-9 Ace 154 3
Fluoreno 86-73-7 Flu 166 3
Fenantreno 85-01-8 Phe 178 3
Antraceno 120-12-7 Ant 178 3
Fluoranteno 206-44-0 Fl 202 4
Pireno 129-00-0 Pyr 202 4
1,2-benzoantraceno 56-55-3 BaA 228 4
Criseno 218-01-9 Cry 228 4
Benzo[b]fluoranteno 205-99-2 BbFI 252 5
Benzo[K]fluoranteno 207-08-9 BkFI 252 5
Benzo[a]pireno 50-32-8 BaPy 252 5
Indeno[1,2,3-cd] pireno 193-39-5 Ind 276 6
Dibenzo[ah]antraceno 53-70-3 DBA 278 5
Benzo[ghi]perileno 191-24-2 Bghi 276 6

Tabla 2. Plaguicidas histéricamente aplicados en el medio y bajo valle del rio Neuquén.

Nombre N° de CAS Familia de compuesto Tipo de plaguicida
A-cialotrina 91465-08-6 Piretroide Insecticida
Carbaril 63-25-2 Carbamato Insecticida y acaricida
Carbofuran 1563-66-2 Carbamato Insecticida y nematicida
Clorpirifos 2921-88-2 Organofosforado Insecticida
Dimetoato 60-51-5 Organofosforado Insecticida
Esfenvalerato | 66230-04-4 Piretroide Insecticida
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Nombre N° de CAS Familia de compuesto Tipo de plaguicida

Fenvalerato 51630-58-1 Piretroide Insecticida

Fosmet 732-11-6 Organofosforado Acaricida

Metidation 950-37-8 Organofosforado Insecticida y Acaricida
Metil azinfos 86-50-0 Organofosforado Insecticida
Permetrina 52645-53-1. Piretroide Insecticida

Pirimicarb 23103-98-2 Carbamato Insecticida

Propoxur 114-26-1 Carbamato Insecticida

Triazofos 24017-47-8 Organofosforado Insecticida

3.2. Estimacion del origen de los hidrocarburos

alifaticos y poliaromaticos

Los residuos domésticos y el crecimiento industrial han supuesto un aumento del
numero de contaminantes en el entorno natural, entre ellos los hidrocarburos. A pesar de
gue los hidrocarburos biogénicos y pirogénicos estan presentes naturalmente en el
ambiente, éstos se encuentran en bajas concentraciones. Las actividades antrépicas son
las responsables de los elevados niveles de concentracion reportados en todo el mundo.
El reconocimiento de las fuentes de PAHs y AHs es de gran importancia para la
formulacion de estrategias de control de la contaminacion ambiental (Guo et al., 2010) y
mejoramiento del manejo de las areas, mediante el control de las fuentes identificadas.

El mecanismo de formacion de AHs y PAHSs esta dirigido por la temperatura, presion
y tiempo a la cual se lleva a cabo el proceso de transformacion de la materia organica.
Dependiendo como sea éste, el origen de los AHs y PAHs puede ser pirogénico,
petrogénico o biogénico.

La pirogénesis es un mecanismo de formacion de PAHs por combustion incompleta
del material organico (incluyendo ligninas, carbohidratos, etc.) o de combustibles fésiles
(hidrocarburos y carb6n) a elevadas temperaturas (Gonzalez Sepulveda et al., 2013;
Ortiz-Salinas et al., 2012). Los PAHs pirogénicos pueden proceder de fuentes tanto
naturales (incendios forestales o erupciones volcanicas) como antropogénicas (procesos
industriales, gases de combustién de automéviles, incineradoras, plantas de generacion

eléctrica, carbonizacion de alimentos) (Garcia Martinez, 2005).
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La petrogénesis es la formacién de petroleo por confinamiento de la materia organica
(restos de animales y plantas) durante millones de afios en un ambiente anaerdbico, a
gran presion y temperatura de entre 50 y 250°C. Generalmente los hidrocarburos
petrogénicos ingresan al ambiente a través de infiltraciones, derrames y/o evaporacion-
deposicion (Ortiz-Salinas et al., 2012; Sanchez-Palencia et al., 2015).

Los PAHSs biogénicos son producto de procesos metabdlicos microbianos y vegetal y
de la degradacion de la materia organica en condiciones aerébicas y anaerdbicas (Ortiz-
Salinas et al.,, 2012). Respecto a los AHs, los organismos marinos pueden sintetizar
hidrocarburos de cadenas de carbono desde el n-C15 al n-C21, las plantas terrestres y
algunas marinas producen del n-C21 al n-C33 y en pastos marinos sobresalen cadenas
alifaticas del n-C27 al n-C33 (Calva et al., 2005).

Para establecer el origen de los hidrocarburos detectados en muestras ambientales
normalmente se utiliza la presencia de compuestos “marcadores” caracteristicos para
establecer dicho origen (Companioni-Damas et al., 2011) y la determinacion de
relaciones de concentracion entre constituyentes especificos para distinguir entre aportes
petrogénicos, pirogénicos y biogénicos ya que estos procesos generan mezclas muy
diferentes y particulares de hidrocarburos (Garcia Martinez, 2005; Harris et al., 2011). Las

relaciones de PAHs que se utilizan son:

+ Cociente Bajo Peso Molecular/ Alto Peso Molecular (BPM/APM): las mezclas con
predominancia de PAHs de bajo peso molecular (2 o 3 anillos aromaticos) indican
origen petrogénico; en cambio, las mezclas de PAHs con mayor concentracion de
compuestos de alto peso molecular (de 4 a 6 anillos aromaticos) definen que el

origen sea pirogénico (Vifias et al., 2010).

BPM Phe + Ant + Fl + Pyr
APM — BaA + Cry + BbFl + BkFl + BePy + BaPy + Ind + DBA + Bghi

Donde:

Phe, fenantreno; Ant, antraceno; FI, fluoranteno; Pyr, pireno; BaA,
benzo[a]antraceno; Cry, criseno; BbFI benzolb]fluoranteno; BkFI
benzo[K]fluoranteno;  BePy, benzole]pireno; BaPy, benzo[a]pireno; Ind,

indeno[1,2,3-cd]pireno; DBA, dibenzo[ah]lantraceno; Bghi, benzo[ghi]perileno.

% Relacién fenantreno /antraceno: Phe/Ant >10 indica origen petrogénico porque el
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fenantreno es mas estable termodinamicamente y los procesos de maduracion
térmica de la materia organica son muy lentos. Si Phe/Ant <10, el origen de los
PAHs es pirogénico (Garcia Martinez, 2005).

+ Relacioén fluoranteno / pireno: si la relacion FI/Pyr >1, el origen de los PAHs es
pirolitico; si en cambio es <1 el origen es petrogénico (Garcia Martinez, 2005).

Para establecer el origen de los hidrocarburos alifaticos se utilizan los siguientes
indices (Calva et al., 2005; Companioni-Damas et al., 2011; Gonzalez Sepulveda et al.,
2013; Humberto Campos et al., 2005; Monza et al., 2013):

« Hidrocarburo alifatico mayoritario (HM). Es el hidrocarburo de mayor

concentracion en la muestra. Cuando el n-C18 es el mas abundante, indica

presencia de petrdleo crudo; si en cambio el mayoritario es un hidrocarburo de
namero impar de carbonos entre n-C15 y n-C21 proviene de algas; y si el mas
abundante es n-alcano de numero impar de carbonos entre n-C23 y n-C31, el

origen es de plantas vasculares terrestres.

% Indice de Carbono Preferente (ICP). Definido como la relacion existente entre la
suma de los n-alcanos de numero impar y los n-alcanos de nimero par. Muestra
valores mayores a 1 para los AHs de origen biogénico, mientras que los valores
aproximadamente igual a 1 indican AHs de origen petrogénico. Cuando ICP es

menor a 1, el aporte de AHs es atribuido a plantas vasculares y detritus.

2(nC27 + nC29)

ICP =
(nC26 + 2nC28 + nC30)

+ Relacién entre n-alcanos de bajo peso molecular y alto peso molecular
(BPM/APM). Indica si el origen es debido a algas, plancton, petréleo crudo,

bacterias sedimentarias o animales marinos.

BPM B 2’nalcanos <20
APM ~ JYn alcanos >21

Cuando el cociente arroja un valor cercano a 1, el origen de los AHs es mixto,
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entre petrogénico y proveniente de plancton; cuando es menor a 1 proviene de
bacterias del sedimento, animales marinos y plantas superiores; y cuando el valor
es mayor a 1 los AHs son atribuidos a petréleo fresco.

indice de Predominancia Par-Impar.

Par 2n alcanos pares

Impar  2n alcanos impares

Cuando el cociente es mayor a 1, los AHs provienen de fuentes petrogénicas; en

cambio cuando es menor a 1, el origen es biogénico y reciente.

Mezcla Compleja No Resuelta (MCNR). Se trata de hidrocarburos alifaticos
ramificados y ciclicos sustituidos que coeluyen con los AHs y que no pueden ser
resueltos por las columnas de la cromatografia gaseosa y aparecen como una
lomada en el cromatograma. Su determinacion es de utilidad para evaluar el
grado de degradacion de los hidrocarburos. A mayor valor, mayor proceso de
degradacién. La presencia de una gran cantidad de MCNR en la muestra indica
contaminacion por petroleo.

A medida que el petrdleo envejece, modifica su composicién quimica: el nimero
de fracciones ligeras disminuye (por evaporacidon) y los compuestos mas
abundantes son fraccionados en una gran diversidad de subcompuestos de
estructura molecular mas sencilla, observandose cémo el porcentaje de picos

resueltos disminuye mientras que aumenta el de la mezcla no resuelta.

+» > AHs resueltos/ MCNR: bajos valores indican presencia de residuos de petréleo

degradado, y también de materia organica degradada.

3.3. Destino y transporte de los plaguicidas e

hidrocarburos en el ambiente

El movimiento de los plaguicidas e hidrocarburos en el ambiente es muy complejo e

incluye transferencias continuas. En el analisis se deben considerar aspectos intrinsecos
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y externos de los compuestos. Los primeros comprenden a las propiedades y procesos
fisicoquimicos de los compuestos, como la solubilidad en agua, la constante de reparto
octanol-agua, el coeficiente de reparto carbono orgénico-agua, la presion de vapor, la
adsorcion/desorcion y las transformaciones bidticas y abibticas. Los aspectos externos
gue condicionan el comportamiento ambiental de los compuestos son la forma de
aplicacion, la topografia, labores agricolas, pH y contenido de materia organica del suelo,
régimen de precipitaciones, temperatura, humedad ambiente, porosidad y textura del
suelo, heliofania, direccién del viento, entre otras (Herrero-Hernandez et al., 2013; Loewy,
2011). Todos ellos pueden aumentar la movilidad del compuesto o inmovilizarlo
temporariamente.

La baja solubilidad en agua de los hidrocarburos es lo que determina su baja
frecuencia de deteccidn en los cursos de agua. Cuando el petréleo es vertido en el medio
acuoso, es sujeto a diversos procesos de envejecimiento como evaporacion, disolucion,
dispersion, oxidacion fotoquimica, emulsificacion, degradacion microbiana, adsorcion a
materia particulada y floculacion, acumulandose en la superficie de los sedimentos
(Casanova Rosero et al., 2006; Companioni-Damas et al., 2011). Alli permanecen por
largos periodos de tiempo por lo cual los sedimentos constituyen una fuente de
contaminaciéon permanente, de exposicién para los organismos y un testigo confiable
para el estudio y monitoreo de la contaminacion por hidrocarburos en los cuerpos de
agua. Los PAHs emitidos a la atmosfera por diversas actividades antrépicas pueden estar
presentes en la fase gaseosa 0 asociados a particulas, y a través de las corrientes de
aire se favorece su dispersion a grandes distancias, siendo detectados en sitios alejados
de la fuente que los emitié (Ortiz Salinas et al., 2012). Los PAHs de bajo peso molecular
son mas propensos a dispersarse a través de la atmosfera que los de alto peso
molecular; éstos en cambio tienen mayor afinidad por el material particulado, como
cenizas y materia organica del suelo.

El factor que incrementa el riesgo de exposicion a PAHs es su persistencia en el
ambiente atribuida a la estabilidad quimica de los enlaces carbono-carbono de los anillos
aromaticos. Por otro lado, debido a su caracter lipofilico se acumulan en los tejidos
grasos de la fauna acuatica (bioacumulacion), como es el caso de los
macroinvertebrados bentdnicos y de los peces (Harris et al., 2011; Zambrano et al.,
2012). La bioacumulacion da paso a la biomagnificacion por los niveles tréficos y, dado
gue muchas especies de invertebrados estan relacionadas indirectamente con la dieta

humana, constituyen una fuente de exposicién para el hombre (Dixon et al., 2002).
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En el proceso de aplicacion de plaguicidas, una fraccion de la cantidad total
pulverizada a los vegetales alcanza al blanco mientras que la otra se dispersa por el
ambiente, siendo las aguas superficiales y subterrdneas muy vulnerables a la
contaminacién por los mismos (Castro & Tadeo, 2001; Herrero-Hernandez et al., 2013).
Ganzelmeier et al. (1995) y Loewy (2011) dan cuenta de que el viento puede dispersar a
la masa de plaguicidas, transportando las gotas fuera del predio en tratamiento, pudiendo
afectar a cultivos vecinos, fauna acuatica y terrestre y poblacion rural. La principal fuente
de contaminacion de los compartimentos acuaticos es la difusa, a través del percolado, la
deriva, el escurrimiento superficial, el transporte por flujos preferenciales y el co-

transporte por material particulado o coloidal (Dabrowski et al., 2005; Loewy et al., 2011).

Brevemente, los aspectos intrinsecos de las familias de plaguicidas citadas en este
trabajo son:

= Carbamatos. Poseen baja estabilidad quimica y no se acumulan en los tejidos
bioldgicos, por lo que son rapidamente eliminados por via urinaria. Poseen una baja
presion de vapor y son poco solubles en agua.

= Organoclorados. Son poco solubles en agua, son persistentes en el ambiente
(adsorbidos a suelos y sedimentos) y poseen un alto factor de bioacumulacién, dando
paso a la biomagnificacion por los niveles tréficos. La exposicion humana ocurre
principalmente al consumir alimentos que contienen pequefias cantidades de estos
compuestos, en particular carne de res, de pescado y de ave. La eliminacion del
organismo humano es muy lenta. En cuerpos de agua se unen a solidos suspendidos y a
sedimentos, donde se almacenan por afios, pero pueden ser removidos, disolverse en
agua e ingresar a la red tréfica.

= Organofosforados. Son poco solubles en agua, volatiles, facilmente hidrolizables y
tienen baja estabilidad quimica. Su tiempo de vida media en el ambiente es relativamente
corto y su eliminacién del organismo humano es rapida. En cuerpos de agua, se
adsorben a coloides.

= Los piretroides son solubles en agua pero son poco persistentes en el suelo. Se

degradan por fotélisis y por accién microbiana.
Los hidrocarburos y los plaguicidas en estudio son compuestos lipofilicos o poco

hidrosolubles, por lo que en cuerpos de agua superficiales tienden a acumularse en los

sedimentos. Por esto los sedimentos representan una ruta de exposicion para la biota
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acudtica a estos compuestos como asi también un testigo confiable para el analisis

ambiental.

3.4. Evaluacion de riesgo ecotoxicologico mediante la

relacion Exposicion-Toxicidad

La evaluacion de riesgo ecotoxicoldgico tiene como objetivo estimar la probabilidad de
gue una sustancia téxica supere cierta concentracion umbral que se sabe origina dafios
en organismos no blanco del medio, tras su aplicacién o emision (de la Torre et al., 2004).
La creciente preocupacion sobre los efectos potenciales de los plaguicidas sobre el
ambiente ha promovido el desarrollo y la utilizacion de indices de toxicidad para evaluar
el riesgo ecotoxicol6gico de estos y otros contaminantes. Los objetivos y los métodos de
calculo son diversos, pero hay una convergencia general hacia el uso del concepto de la
relacion Toxicidad — Exposicion (TER) que corresponde al cociente entre un punto final
toxicolégico critico de una sustancia sobre individuos de una especie, denominado
concentracion de exposicion critica (CEC), y una concentracion ambiental esperada del
compuesto (CAE) a la que se encuentran expuestos los organismos (Kéck-Schulmeyer et
al., 2012). El principio es, basicamente, comparar el peligro potencial (toxicidad) de una
sustancia para cierto organismo con el nivel de exposicién al compuesto al que se

encuentra en su ambiente. Asi, el TER queda definido como:

TER — CEC
" CAE

Para cada sustancia se puede hacer la evaluacion de riesgo crénica y aguda.

La CEC se determina a partir de bioensayos de toxicidad de especies sensibles no
blanco, presentes en el area de estudio. Si se trata de un estudio de riesgo por efectos
agudos, se emplea DLsy (dosis que produce la muerte del 50% de una poblacion), CLsg
(concentracién que produce la muerte del 50% de una poblacién), CEsy (concentracion
gue produce un cierto efecto adverso en el 50% de una poblacién) o si se trata de un
estudio de efectos cronicos, se emplea NOEC® que es la concentracién de efecto no

observado. Estos datos se encuentran compilados en bases de datos en la web, como

® NOEC: No Observed Effect Concentration, nivel de efecto no observado por sus siglas en inglés.
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ECOTOX de US EPA, PPDB (Pesticide Properties Data Base) o PAN Pesticide
Database. La CAE del compuesto se determina a partir de un modelo tedrico de
prediccidn de concentraciones que mejor se ajuste al caso particular bajo estudio.

La Universidad de Milan (Italia) desarrollé un indice basado en el concepto TER para
evaluar el riesgo agudo por plaguicidas en agua superficial, denominado PRISW-1
(Finizio et al., 2001). El indice esta referido a especies de invertebrado, alga y pez, por
tratarse de organismos cuyo ciclo de vida transcurre dentro del agua, son sensibles a la
contaminacién y pertenecen a distintos niveles tréficos (productores y consumidores).
Para alga y para invertebrado se utiliza CEso y para pez CLs,. La CAE de la sustancia se
establece a partir de modelos tedricos de prediccion, que estiman la masa del compuesto
gue alcanzara al cuerpo de agua superficial, siendo los principales mecanismos de
transporte la deriva y el escurrimiento superficial.

Conaocida la CEC de cada especie y determinada la CAE del compuesto, se calcula el

valor de TER de cada especie, al que le corresponde un puntaje (Tabla 3).

Tabla 3. Puntajes indice PRISW-1 para alga, invertebrado y pez segun relacién TER.
TER Puntaje
>10.000 0
10.000 — 1.000
1.000-100
100 - 10
10-2
<2

| O ~ N|

Estos puntajes sustituyen a A, B y C de la siguiente ecuacién para obtener el valor del
indice PRISW-1.:

PRISW-1= (A*3) + (B*4)+ (C*5,5)
En donde:
A es la puntuacion asignada a la tasa CEsy/CAE, para una especie de alga.

B es la puntuacién asignada a la tasa CEso/CAE, para una especie de invertebrado.

C es la puntuacion asignada a la tasa CLs,/CAE, para una especie de pez.
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Segun el resultado del indice, el riesgo se clasifica en:

Rango del puntaje  Nivel de riesgo
PRISW-1<5  Muy bajo
5< PRISW-1<15 Bajo
15< PRISW-1<40 Medio
40 < PRISW-1<80  Alto
PRISW-1>80  Muy Alto

Los efectos potenciales de la presencia de plaguicidas sobre las comunidades
acuaticas pueden ser evaluados a través de su transformacion en unidades toxicas y
posteriormente integradas en indices de riesgo, como PRISW-1 (Kdck-Schulmeyer et al.,
2012). La Unidad Toéxica de un plaguicida (UTp) para una especie acuatica es la inversa
de TER (UTp = TER™). En este caso, la CAE es la concentracion real del compuesto
medido en la muestra, es decir, la concentracion del compuesto que efectivamente
alcanzo6 el cuerpo de agua, por distintos mecanismos. Sumando los UTp de los distintos
plaguicidas para la misma especie se obtiene la UT total (UTy), que representa el riesgo
de una mezcla de compuestos en el agua para esa especie en particular en un

determinado sitio.

3.5.  Normativa y guias de calidad de agua y sedimentos

Actualmente, rigen las disposiciones de la Subsecretaria de Recursos Hidricos de la
Nacién (SSRH) sobre los niveles guia de sustancias en agua. Estos valores varian segln
el uso (o tipo) al que estd destinada el agua: consumo humano con tratamiento
convencional (Tipo 1), actividades recreativas con contacto directo (Tipo Il), actividades
recreativas sin contacto directo (Tipo Ill), actividades recreativas pasivas (Tipo IV),
preservacion de vida acuatica con exposicién prolongada (Tipo V) o preservacion de vida
acudatica sin exposicion prolongada (VI). Los usos de tipo | y V presentan las menores
tolerancias debido a que protegen la salud humana y la de la flora y fauna acuética.

Los organismos nacionales de administracion y fiscalizacion de cuencas adoptan las

recomendaciones de la Organizacién Mundial de la Salud (OMS) y de calidad ambiental
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del Consejo Canadiense de Ministerios del Ambiente (CCME’). Este organismo ha
desarrollado y compilado en su documento Directrices de Calidad Ambiental niveles guia
para diversos contaminantes en agua continental y marina, sedimentos y suelo para la
proteccion de la vida acuética. Se entiende por uso del agua para preservacion de la vida
acuatica su empleo en actividades destinadas a mantener la vida natural de los
ecosistemas sin causar alteraciones en ellos, o para actividades que permitan la
reproduccién, supervivencia, crecimiento, extraccion y aprovechamiento de especies
acuaticas en cualquiera de sus formas. La OMS ha publicado un documento guia de
niveles de compuestos en agua destinada a consumo humano (OMS, 2004) En las

Tablas 4 y 5 se recogen los valores guia de algunas sustancias.

Tabla 4. Niveles guia para sustancias en agua destinada a consumo humano y como fuente de
agua potable con tratamiento convencional segin SSRH y OMS.

Sustancia SSRH, uso Tipo | (ug/L) OMS (ug/L)
Carbaril 30 n/f
Carbofuran 5 7
Clorpirifos n/f 30
DDT y sus metabolitos n/f 1
Dimetoato n/f 6
Hidrocarburos totales <50 n/f
Benzo[a]pireno n/f 0,7
n/f: no fijado.

El rango de pH establecido para agua destinada a consumo humano es de entre 6 y

9. Ademas, la SSRH fija un valor de oxigeno disuelto mayor 4 mg/L a 20°C.

Tabla 5. Niveles guia para la proteccién de la vida acuatica en agua dulce.

Sustancia SSRH, uso tipo V (ug/L) CCME (ug/L)
Carbarril <0,5 0,20
Carbendazim <1 n/f
Clorpirifos < 0,006 0,002

" canadian Council of Ministers of the Environment.
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Sustancia

SSRH, uso tipo V (ug/L)

CCME (ug/L)

Dimetoato <64 6,2
Captan n/f 1.3
Carbofuran n/f 1,8
DDT n/f n/f
Metil azinfos <0,02 n/f
HTP* <50 n/f
Acenafteno n/f 5,8
Antraceno n/f 0,012
Benzo[a]antraceno n/f 0,018
Benzo[a]pireno n/f 0,015
Fluoranteno n/f 0,04
Fluoreno n/f 3
Naftaleno n/f 1,1
Fenantreno n/f 0,4
Pireno n/f 0,025
n/f: no fijado

HTP*: Hidrocarburos Totales del Petréleo

El rango de pH establecido para agua para proteccién de la vida acuéatica es 6 - 9.

Ademads, la SSRH fija un valor de oxigeno disuelto mayor 5 mg/L a 20°C.

La Tabla 6 recoge los valores guia de calidad para sedimentos, tomados del

documento Directrices de Calidad de Sedimentos para la Proteccion de la Vida Acuatica

del CCME.

Tabla 6. Valores guia de calidad de sedimentos para la Proteccion de la Vida Acuatica

del CCME.
Compuesto Concentracion (pg/kg ps)
Acenafteno 6,71
Acenaftileno 5,87
Antraceno 46,9
Benzo[a]antraceno 31,7
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Compuesto Concentracion (pg/kg ps)
Benzo[a]pireno 31,9
Criseno 57,1
Dibenzo[ah]antraceno 6,22
Fluoranteno 111
Naftaleno 34,6
Fenantreno 41,9
Pireno 53
Clorpirifos n/f
Dimetoato n/f
Metil azinfos n/f
p,p’- Diclorodifenildicloroetano (p,p"-DDD) 3,54
p,p -Diclorodifenildicloroetileno (p,p’-DDE) 1,42
p,p - Diclorodifeniltricloroetano (p,p”-DDT) 1,19
HCH (hexaclorociclohexano) 0,94

Para el caso de los AHs resueltos, el Programa de Naciones Unidas para el Medio
Ambiente (UNEP®) considera a los sedimentos libres de contaminacién cuando presentan
una concentracion total inferior a 10 mg/kg ps (UNEP, 1992).

4. Antecedentes en el area de estudio

El grupo de investigacién del Laboratorio de Cromatografia LIBIQUIMA-CITAAC® de la
Facultad de Ingenieria de la Universidad Nacional del Comahue ha realizado estudios de
la distribucion de plaguicidas en el ambiente agricola del bajo valle del rio Neuquén,
comprobando la migracién de los agroquimicos fuera de sitio de aplicacién hacia el suelo,
aguas superficiales de canales de drenaje y subterraneas poco profundas por

mecanismos de lixiviacion, arrastre por escorrentia superficial y deriva (Loewy et al.,

8 United Nations Environment Programme, por sus siglas en inglés.

® Laboratorio de Investigaciones Bioquimicas, Quimicas y de Medio Ambiente — Centro de
Investigaciones en Toxicologia Ambiental y Agrobiotecnologia del Comahue.
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2011). En el periodo estudiado (2008-2010) los plaguicidas con mayor frecuencia de
detecciobn en agua durante la temporada de aplicacion fueron metil azinfos (76%),
clorpirifos (73%), carbaril (41%) y en menor medida metidation, propoxur y dimetoato
(n=67). Las concentraciones maximas fueron de 22,48 pug/L para metil azinfos, 45,70 ug/L
para carbaril y 1,16 ug/L para clorpirifos. Durante el periodo de control (previo a la
aplicacion) se detectaron residuos de plaguicidas en el agua subterranea poco profunda,
pero en menores concentraciones y frecuencias. En muestras de suelo superficial,
cercanas a los freatimetros, las frecuencias de deteccion durante el periodo de aplicacion
fueron 100% para metil azinfos y clorpirifos, 75% para carbaril y 25% para metidatién (n
=8). Las concentraciones halladas variaron en un rango entre 1,1 y 60,5 pg/kg de suelo,
siendo clorpirifos el compuesto hallado en mayor concentracion. Mediante experimentos
a campo se comprobd que la deriva es un mecanismo de transporte significativo de
plaguicidas hacia el agua de canales de drenaje y que los residuos de clorpirifos y metil
azinfos hallados en horizontes del suelo méas profundos son producto de la lixiviacion y
flujos preferenciales. Los resultados obtenidos en esta investigacion demuestran que, Si
bien el blanco de aplicacion es la planta, una fraccion activa alcanza el drenaje superficial

de agua y el suelo.

El impacto potencial causado por plaguicidas organofosforados sobre organismos
acuaticos en el Alto Valle de Rio Negro y Neuquén (en canales de drenaje, rio y sitios de
descarga de efluentes) fue evaluado por Tosi et al. (2009) mediante el procedimiento
escalonado descripto en la Guia Técnica de Evaluacion de Riesgo de la U.S. EPA,
basado en la relacién toxicidad/exposicién. El coeficiente de riesgo (CR) fue calculado
como el cociente entre la concentracibn maxima de plaguicida y los valores de CLs,. El
criterio de decisién elegido para identificar a los toxicos con minimo efecto ecoldgico fue
CR< 0,1; aquellos plaguicidas que cumplen con esta regla se consideran que presentan
la minima toxicidad aguda sobre los organismos acudaticos. El grupo identificé a metil
azinfos y a carbaril como los plaguicidas de mayor probabilidad de producir efectos
agudos en las especies mas sensibles, mientras que dimetoato, fosmet y difenilamina
presentaron CR menores al valor de corte, lo que significa un minimo riesgo agudo para

los organismos acuaticos.

El potencial de percolado de plaguicidas hacia el agua subterranea fue evaluado por
Dufilho et al. (2012) en la zona agricola de Colonia Centenario, mediante el modelo

numérico de base fisica MACRO 5.2 que tiene en cuenta los flujos preferenciales,
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concluyendo que la disminuciéon de la lamina de riego y el alejamiento de la fecha de
pulverizacion del riego constituyen préacticas que reducen la carga de plaguicidas en los

acuiferos.

La Autoridad Interjurisdiccional de las Cuencas de los rios Limay, Neuquén y Negro
(AIC) comunic6d los resultados de un monitoreo de residuos de agroquimicos
(organoclorados, organofosforados, carbamatos, piretroides,  fungicidas vy
antiescaldantes) realizado durante los meses de febrero, abril y agosto de 2005 en el rio
Neuquén y desagulies agricolas de la zona comprendida entre Afielo y la capital neuquina
(Boland et al., 2005). En el rio y en periodo de aplicacion, los plaguicidas dimetoato, metil
azinfos, carbaril y heptacloro fueron detectados a nivel de trazas y en forma esporadica,
en concentraciones inferiores a los valores establecidos por la SSRH y valores guia de la
CCME. Dimetoato fue el Unico plaguicida hallado por encima del limite de cuantificacion
en agua del rio Neuquén, siendo la mayor concentracion de 0,0905 ug/L a la altura del
barrio Rincon de Emilio (ciudad de Neuquén). Fuera del periodo de aplicacién, no se
detectaron plaguicidas. El andlisis de las muestras de agua de drenaje agricola revelo
gue el colector principal de Colonia Centenario fue el desagiie mas comprometido, con el
mayor nimero de agroquimicos detectados y en las mayores concentraciones: carbaril
2,85 ug/L, metil azinfos 0,773 ug/L, carbendazim 0,641 pg/L, fosmet 0,157 nug/L y
dimetoato 0,102 ug/L. El andlisis de las muestras de sedimentos del desagiie de

Centenario mostro la presencia de heptacloro, gamma HCH y alfa HCH.

En cuanto a la afectacion a la biota por plaguicidas, estudios de poblaciones de
macroinvertebrados asociados a analisis quimico realizados por Macchi et al. (2016) en
los afios 2011 y 2012 en canales de riego y drenajes de zonas agroproductivas en
Colonia Centenario, Provincia del Neugquén, mostraron diferencias significativas en los
atributos de las comunidades de macroinvertebrados y también en la abundancia de
ciertas taxa durante la estacion de aplicacion de plaguicidas. Mientras que en los canales
de riego abundaron crustaceos y las larvas de insectos (especies sensibles), en los
drenajes se hallaron especies tolerantes (moluscos, gasterépodos y bivalvos). Los niveles
de plaguicidas detectados en muestras de agua (n=24) y de sedimentos (n=12)
evidenciaron que existe afectacibn del agua de los drenajes. En ambas matrices
clorpirifos fue el de mayor frecuencia de deteccién (82% en sedimentos, 50% en agua),
seguido por el metil azinfos (18% en sedimentos, 17% en agua) Y finalmente el carbaril

gue solo fue detectado a nivel de trazas.
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El origen y la distribucién de los hidrocarburos alifaticos y poliarométicos en
sedimentos del rio Neuquén y en los embalses Los Barreales y Mari Menuco fueron
estudiados por Monza et al (2013). En este trabajo se encontraron AHs resueltos en un
rango de concentraciones que fue de 0,41 a 54,05 ug/g ps. En el area agricola de Vista
Alegre y Colonia Centenario los AHs resueltos variaron entre 0,45y 6,03 ug/g ps y fueron
clasificados como biogénicos terrigenos recientes. La relacion AHs resueltos/MCNR
resultd muy baja, denotando un proceso de degradaciéon avanzado de hidrocarburos. En
la zona de yacimientos de petréleo, el aporte resultdé mixto (petrogénico y biogénico).
Aguas abajo de canales de descarga agricola, el origen de los AHs fue determinado
como biogénico, presentando las mayores concentraciones de todo el estudio. En la zona
urbana préxima a la ciudad de Cipolletti, los AHs resueltos detectados fueron clasificados
como antropogeénicos y se encontraron naftaleno (40 ng/g ps) y pireno (50 ng/g ps). En
los embalses Los Barreales y Mari Menuco, las concentraciones de AHs resueltos totales
fueron las menores de todo el estudio y no se detecté MCNR. El origen de los AHs de
Los Barreales fue clasificado como petrogénico, sin embargo, el bajo nivel detectado no
implica contaminacion. Los indices de referencia para el embalse Mari Menuco indicaron
AHs de origen biogénico y las concentraciones de AHs halladas fueron fijadas como nivel

de base para la zona.

Un estudio realizado por la Secretaria de Medio Ambiente de la Provincia del
Neuquén de la calidad del agua del rio Neuquén y de los embalses Mari Menuco y Los
Barreales en cuatro campafias durante los afios 2012 y 2013 no detect6 la presencia de
hidrocarburos totales del petréleo (TPH), hidrocarburos poliaromaticos ni aromaticos

mononucleares (BTEX) en agua.
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SEGUNDA PARTE

5. Validaciéon de extraccion asistida por ultrasonido en
micro-columnas para analisis de plaguicidas en
suelo

5.1. Ultrasonido aplicado al analisis de muestras

Los procedimientos tradicionales de preparaciéon de la muestra para el analisis de
contaminantes son cruciales y dentro de todo el proceso analitico son considerados la
etapa mas laboriosa. Consisten en una extraccion con solvente o una digestion quimica,
generalmente seguida por una purificacion del extracto (clean up). Normalmente emplean
un gran volumen de solvente e insumen gran cantidad de tiempo, lo que reduce el
namero de muestras analizadas por dia y requiere mayor espacio disponible en el
laboratorio (Castro Jimenez, 2002). En respuesta a todas estas limitaciones, se han
desarrollado métodos de preparacion de la muestra que reducen el tiempo y el costo del
analisis. Algunos de ellos emplean la energia ultrasénica a tal fin.

La energia ultrasénica causa un efecto conocido como cavitacion, que genera
numerosas burbujas pequefias en un medio liquido, erosion mecanica de los sdlidos y
ruptura de particulas. Esto provee un contacto eficiente entre la masa sélida y el liquido
extractante, lo que mejora las recuperaciones de los compuestos (Tadeo et al., 2010).
Estas ventajosas propiedades del ultrasonido han sido aprovechadas para el desarrollo
de un método de extraccién denominada extraccidn asistida por ultrasonido (EAU).

El método convencional de extraccion de compuestos de muestras sélidas es por
Soxhlet (Figura 2). Es un tipo de extraccion sélido-liquido, en la que una porcion de la
muestra es extraida en ciclos de 15 minutos durante cierta cantidad de horas, con un
solvente organico de mayor afinidad por los analitos que la matriz (Albero Romano,
2009). Se emplea un gran volumen del liquido extractor por muestra, y se trabaja a la
temperatura de evaporacion del solvente con refrigeracién hidraulica. A pesar de las
excelentes recuperaciones obtenidas mediante la extraccién Soxhlet, la técnica presenta
algunas desventajas operativas, listadas a continuacion:

¢ instrumental delicado y costoso;
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e el tiempo requerido para la extraccion se comprende entre 6-24 horas;

e alto consumo de solvente organico téxico por muestra (entre 50 y 300 mL), que
luego se transforma en un desecho que requiere tratamiento;

e es necesaria una etapa de evaporacion del disolvente para la concentracion de
los analitos;

e gran consumo de energia;

e gran consumo de agua para refrigeracion (condensacion de vapores);

e analisis de un bajo numero de muestras por jornada; y

e no es aplicable a analitos termolabiles.

Figura 2. Extraccion Soxhlet de muestras de suelo.

La eficiencia de la EAU depende de cada situacion especifica, debido a que no todos
los compuestos se comportan de la misma manera y a que mantienen diferentes
interacciones con la matriz (Tadeo et al., 2010). Asi, para maximizar la extraccion es
necesario optimizar diferentes factores como el tipo de solvente de extraccion, el
dispositivo sonicador y las condiciones de la sonicacion (temperatura, frecuencia de la

onda y tiempo de extraccion).

Ldpez Ordieres, Maria Clara 41



5.2. Fundamentos del ultrasonido

El ultrasonido consiste en ondas mecanicas que necesitan un medio elastico para
propagarse. La frecuencia de la onda del ultrasonido se encuentra en el rango de los 20
kHz a 10 MHz y est& por encima de la frecuencia de la audicion humana. El ultrasonido
de baja intensidad (alta frecuencia) involucra a las ondas de entre 100 kHz a 1 MHz y se
emplea para el andlisis no destructivo.

Las ondas acusticas, de naturaleza mecanica, no pueden ser absorbidas por las
moléculas; deben transformase en una forma quimicamente util a través de un proceso
indirecto y complejo denominado cavitacion. Como el sonido, el ultrasonido se propaga a
través de una serie de ondas de compresion y expansion que viaja dentro de un medio
elastico. Los ciclos de compresién juntan a las moléculas del medio mientras que los
ciclos de expansion las separan (Figura 3). En un medio liquido, el ciclo de expansion del
ultrasonido puede generar suficiente presion negativa como para romper las fuerzas de
cohesion de las moléculas del liquido, separandolas y creando alli una microcavidad o
burbuja. Normalmente, esto tiene lugar en zonas donde existen pequefas particulas,
gases disueltos o microburbujas. Las cavidades formadas van creciendo en los sucesivos
ciclos acusticos, desde una medida inferior al micrometro hasta unas decenas de
micrometros, hasta alcanzar finalmente una medida critica en la que ya no puede
absorber eficientemente energia. Sin ella, la cavidad no puede mantenerse y el liquido

gue la rodea entra violentamente a la cavidad, ocasionando su implosion.

presion
acustica
eXp comp exp comp exp comp

ANV VA N S
N WA V4

Figura 3. Variacion del tamafio de la burbuja en el tiempo segun la presion acustica.

Fuente: http://www.ub.edu/talg/es/node/252
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La rapida compresion de los gases dentro de la burbuja genera temperaturas y
presiones enormes, de hasta 5.000 °C y 1.000 atm, respectivamente. Dado que las
burbujas son muy pequefias en comparacioén con el volumen del medio liquido, el calor
generado se “disipa” muy rapidamente con lo cual las condiciones del medio se
mantienen esencialmente inalteradas. El rapido colapso genera ondas de choque que

pueden inducir efectos mecanicos, como fragmentaciones y erosiones de sdlidos.

5.3.  Aplicaciones de la energia ultrasonica al analisis de

residuos de plaguicidas en muestras de suelo

Una técnica de extraccion basada en la radiacion ultrasonica, llamada extraccion
asistida por ultrasonido en micro columnas (EAUMC) fue desarrollada por Sanchez-
Brunete et al. (1998) en muestras de suelos fortificadas para la determinacion de 50
plaguicidas (insecticidas, fungicidas y herbicidas) de distintas polaridades y en
concentraciones que variaron entre 0,2 — 1 ug/g, empleando tres solventes distintos:
acetato de etilo, metanol y acetona. Brevemente, la metodologia de la EAUMC consiste
en dos extracciones consecutivas de una masa de 5 g de muestra de suelo dentro de una
pequefia columna de polipropileno con 4 mL de solvente, llevada a bafio ultrasénico por
un lapso de 15 minutos a temperatura ambiente. Transcurrido este tiempo, se colectan
los extractos dentro de un tubo de ensayo por el extremo inferior de la columna, a presion
atmosférica. La determinacion de los analitos se lleva a cabo por cromatografia gaseosa
acoplada a un detector nitrégeno-fésforo (GC-NPD). En general, las recuperaciones
obtenidas por Sanchez-Brunete et al. (1998) fueron mayores con acetato de etilo debido
a la baja eficiencia de extraccion del metanol para compuestos poco polares y no polares,
y a la gran concentraciébn de impurezas co-extraidas por la acetona. El grupo de
investigacion obtuvo recuperaciones entre 89 — 109%, una buena reproducibilidad
(desviacién estandar relativa, DER, entre 2,4 y 10,6%) y limites de deteccién entre 0,001
y 0,02 ug/g.

Castro et al. (2001) han realizado mas pruebas sobre la EAUMC para la
determinacion de residuos de insecticidas organoclorados, piretroides y organofosforados
en suelo. En su trabajo, han estudiado las recuperaciones (para lo cual se ensayd con
muestras de suelos fortificadas a 0,1; 0,5 y 1 pg/g de concentracion final en suelo), el

efecto del tiempo de residencia de los analitos en el suelo (25 minutos, 1, 15 y 30 dias)

Lopez Ordieres, Maria Clara 43



para evaluar si la eficiencia de la técnica se ve afectada por fendmenos de adsorcion, el
tipo de material de las columnas (vidrio y plastico) y la influencia del contenido de
humedad del suelo (5% y 10%). Se empled acetato de etilo como solvente extractante (8
mL por muestra), dos suelos distintos, bafio ultrasénico y un cromatografo gaseoso
acoplado a un detector de captura electronica (GC-ECD). Las condiciones de sonicacion
fueron: 150 W de potencia, frecuencia de 33 kHz, temperatura ambiente y dos
sonicaciones.

Los resultados de las recuperaciones de los tres niveles de fortificacion variaron entre
90,4 y 108,5% con un DER entre 0,9 y 11,3%. Las pruebas de contenido de humedad no
mostraron diferencias significativas entre ambos niveles. Los resultados de la evaluacion
de la influencia del tiempo de residencia son muy similares entre todos los periodos de
tiempo y siempre se obtuvieron recuperaciones mayores a 90% y DER menores a 12%.
Respecto al material de las columnas, no se observaron diferencias significativas, siendo

los resultados de las recuperaciones de entre 90,3 y 106,7% con DER entre 1,3 y 11,5%.

5.4. Validacion de un método analitico

La validacibn de un método analitico consiste en demostrar experimental vy
formalmente su capacidad para la obtencion de informacion analitica que sea util para los
requerimientos de un problema analitico especifico (Soto Chinchilla, 2007). La validacion
de un método analitico se realiza a través de ensayos de recuperacién de muestras
fortificadas a distintas concentraciones. La aceptabilidad del método se decide en base a
la evaluacién de la linealidad, rango dinamico, exactitud, precisién y limites de deteccion

y de cuantificacién obtenidos.

5.4.1. Linealidad y bondad de ajuste

En primer término, se busca establecer una relacién lineal entre las cantidades x de
analito y la respuesta y del equipo de deteccion, es decir, que y varie proporcionalmente
a x en un rango definido y asi obtener una ecuacion de la recta con la menor dispersion
de puntos posible. Si se cumple que la relacion entre estas variables es fuertemente

lineal, se podran realizar predicciones con un alto grado de confianza estadistico. La

Lopez Ordieres, Maria Clara 44



expresion matematica de la relacion lineal viene dada por y = ax + b donde los
coeficientes b (ordenada al origen) y a (pendiente de la recta) dependen del tipo de
sistema que se estudia, e yes la variable dependiente de x. La magnitud y es conocida
(area bajo la curva del pico cromatogréafico), mientras que x representa la concentracion

del analito de un experimento dado que llega al detector, produciendo la sefial y.

Para determinar la linealidad de la respuesta del instrumento a la concentracién de un
compuesto se prepara una serie de minimo cinco disoluciones de su estandar,
comprendiendo las concentraciones estimadas de trabajo (la seleccion del rango y del
namero de puntos experimentales esta estrictamente relacionada con la aplicacion real
del método), con un exceso de al menos 50% sobre el limite superior y un defecto de
50% debajo del limite inferior (Vinagre, 1995). Estas soluciones se inyectan en el
cromatégrafo y se leen las respuestas y. De este modo, se dispone de una serie de
puntos (x1, y1),..., (Xn, yn) que, representados graficamente, deberian caer sobre una linea
recta. Sin embargo, los errores experimentales hacen que no se hallen perfectamente
alineados y que por esto la recta no pase exactamente por todos los puntos, sino que se
ajusta lo mejor posible a la dispersion de los puntos xy por regresion lineal. En
consecuencia, la recta no determinard exactamente los valores de y. Al calcular la
diferencia entre el valor observado y el que predice la recta, se obtiene una valor llamado
residuo (e)).

El método mas efectivo para determinar los coeficientes ay b es a través de la suma
de los cuadrados de los residuos e; mas pequefios (método de los minimos cuadrados).

La medida que indica el grado de covariacién entre las variables y que permite decidir
si el ajuste lineal es suficiente o se debe buscar un modelo alternativo es el coeficiente de

determinacion R? (1).

R? = Za@- 9’ (1)
L= 9)°

Donde yt es el valor estimado, ¥ es la media de las observaciones e y; es el valor
real. Este coeficiente toma valores entre 0 y 1. Si R? es igual a 0, no existe ninguna
relacion entre las variables; y si R? es 1, todos los puntos se encuentran sobre la recta
existiendo una correlaciéon que es perfecta y directa. En la validaciéon de un método

analitico, se busca que las variables sean directamente proporcionales, es decir, que R?
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sea lo méas cercano a 1 posible. Se consideran valores de R? aceptables aquellos que
sean iguales o mayores a 0,99.

54.2. Exactitud

La exactitud del método analitico indica su capacidad para obtener resultados lo mas
proximos posibles al valor verdadero, es decir, es la concordancia entre la mejor
estimacion de una cantidad y su valor real (Castillo Aguilar & Gonzalez Hernandez,
1997).

La exactitud queda determinada por la recuperaciébn media de los compuestos,
obtenida mediante experimentos de fortificacion en porciones de matriz con probada
ausencia de los analitos. Para ello, se fortifica la matriz con una solucion de analitos de
concentraciones conocidas, se ejecuta el método y se analiza qué cantidad de cada
compuesto se recupera. La recuperacion del compuesto es el cociente entre la
concentracion obtenida a lo largo de todo el procedimiento y la concentracién de
fortificacion. Es necesario ensayar varias réplicas, a fin de realizar el calculo de la

recuperacion media a través del promedio aritmético x (2).
£=1TpZiX 100% ()
Donde Xies el i-ésimo valor de las recuperaciones y n es la cantidad de réplicas.

Como criterio de aceptacion de las recuperaciones medias de los plaguicidas, se
adopté el establecido por el documento guia sobre control de calidad analitica y
validacién de procedimientos para analisis de residuos de pesticidas en alimentos y
forraje  SANCO 12571/2013 de la Comision Europea de Salud y Proteccion del
Consumidor. Esta guia fue desarrollada para proteger la salud humana por consumo de
alimentos de origen vegetal. Para el caso de las recuperaciones medias, el rango es de
70-120% (European Comission Health & Consumer Protection Directorate-General,
2013).

5.4.3. Repetibilidad

La precisidn se puede expresar a través de la repetibilidad y corresponde al grado de
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concordancia entre los resultados de experimentos independientes, cuando el método se
aplica repetidamente a mdltiples alicuotas de una muestra homogénea bajo las mismas
condiciones experimentales: mismo operario, mismo laboratorio, mismos equipos,
presiones, temperaturas, solventes y reactivos (Soto Chinchilla, 2007). La repetibilidad
permite evaluar la incertidumbre en la estimacion de la media, es decir, el error aleatorio
gue se corresponde con la dispersion de los datos alrededor de la media (Castillo Aguilar
y Gonzélez Hernandez, 1997). El pardmetro estadistico que caracteriza a la repetibilidad
es la desviacion estandar relativa (DER). Su expresion matematica se muestra en la

ecuacion (3).

DER = D;_Slooo/o @3)

Siendo DS (desviacion estandar) DS =

Donde X; es el valor de recuperacion observado para el compuesto de la i-ésima
réplica, n es la cantidad de ensayos y X es el promedio de las recuperaciones del
compuesto.

Se adopté como valor limite de aceptabilidad de DER el establecido por la Guia
SANCO 12571/2013. La misma considera que un valor de DER igual o inferior al 20% es
aceptable (European Comission Health & Consumer Protection Directorate-General,
2013).

5.4.4. Limites de deteccion y de cuantificacion

El limite de deteccion (LD) se define como la concentracién del analito a la menor
sefial medida, que con una cierta confianza estadistica puede ser interpretada como
indicativa de la presencia del analito en la muestra y diferente de la sefial de una muestra
blanco o sefial de fondo (Soto Chinchilla, 2007). Por debajo del LD no se pueden calcular
concentraciones, por lo que se informa “no detectado” (ND). Existen varias formas de
calcular el limite de deteccidn, aunque va en aumento la tendencia de calcularlo como la

cantidad de analito que proporciona una sefial igual a la del blanco ( ¥z mas tres veces la
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desviacion estandar (DS) del blanco (Miller & Miller, 2002):

LD = Y + 3DS

El limite de cuantificacion (LC) se define como la menor concentracién del analito en
la muestra que puede ser determinada cuantitativamente con una cierta confianza
estadistica (Soto Chinchilla, 2007). Por debajo del LC, la sustancia no puede ser
cuantificada, pero si detectada, por lo que se informa que se haya a nivel de trazas. La
expresion matematica viene dada por la cantidad de analito que proporciona una sefial
igual a la del blanco (¥s) mas diez veces la desviacion estandar (DS) del blanco (Miller &
Miller, 2002):

LC =Yp+ 10DS

5.5. Validacion de EAUMC en el Laboratorio de
Cromatografia — UNCo

El método de extraccion asistida por ultrasonido en microcolumnas desarrollado por
Sanchez — Brunete et al (1998) fue validado en el laboratorio de Cromatografia de la
UNCo en dos tipos de suelos: un aridisol colectado en la zona agricola de Colonia
Centenario, con un contenido de materia organica de 0,4%, y un andisol de San Martin
de los Andes, Provincia del Neuquén, con un contenido de materia organica del 11%. Se
constaté que ambas muestras estuvieran libres de residuos de plaguicidas.

El Laboratorio de Cromatografia selecciond 10 plaguicidas representativos para la
validacion del método, conforme a los andlisis de rutina que lleva a cabo. Estos
plaguicidas son: propoxur, dimetoato, carbofuran, carbaril, metil azinfos, fosmet,
fenamifos, metidation, triazofos y clorpirifos.

El método fue validado en 3 niveles de concentracion: 0,2; 0,5 y 1,0 ug/g en suelo.
Las soluciones de calibracion fueron preparadas en 5 niveles de concentraciéon: 0,05;

0,10; 0,25; 0,50y 1,0 ppm en solvente acetato de etilo.
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5.5.1. Ensayos de recuperacion de  plaguicidas

organofosforados y carbamatos

Los suelos se tamizaron a través de malla de 2 mm y luego se separaron
submuestras de 10 g, que fueron colocadas dentro de columnas de polipropileno con
filtros de papel AP40 EM microfibra de vidrio y 2 g de Na,SO, anhidro en el fondo. La sal
se adicion6 para retener los posibles restos de humedad que pudiera contener el
extracto. Las muestras de suelo fueron fortificadas con disoluciones que contenian una
mezcla de los plaguicidas a estudiar para alcanzar unas concentraciones finales en suelo
de 0,2; 0,5 y 1,0 ug/g suelo (Figura 4). Para cada nivel, se realizaron 7 réplicas.
Seguidamente, a cada columna se le agregé 0,5 mL de acetato de etilo para evitar la
pérdida de masa de plaguicidas por volatilizacion y se colocaron las tapas de ambas
aberturas (inferior y superior). Transcurridos 25 minutos, se agregaron 8 mL de solvente a
cada columna (Figura 5) y se llevaron a sonicar a bafio ultrasénico, por espacio de 15
minutos. Se ajustéd el nivel de agua de la cuba del sonicador con el nivel del solvente
dentro de la columna. Las condiciones de la sonicaciéon fueron potencia de 150 W,
frecuencia de 35 kHz y temperatura ambiente. Después, se llevaron las columnas al
sistema de filtrado, recogiéndose los extractos liquidos en tubos graduados de vidrio y a
presion atmosférica, permitiendo un goteo pausado y constante. Cuando todo el liquido
fue recolectado, se agregaron otros 8 mL de acetato de etilo y se repiti6é el procedimiento.
Por ultimo, se agregaron 2 mL de solvente a cada columna para enjuague final y se dejé

filtrar completamente.
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1 Solucion de v Solucion de . Solucion de
Fortificacion 1 Fortificacién 2 " Fortificacién 3
SN N / N\
A B A B A B
0,2 ug/g suelo 0,5 pglg suelo 1,0 pg/g suelo

Figura 4. Representacion de las fortificaciones de las fracciones de suelo. Elaboracién propia.

10 g suelo

2 filtros de papel

8 mL Ac. Et

2 g Na2S04 anh

Figura 5. Disposicion de los elementos en la micro-columna. Elaboracién propia.

Los extractos fueron concentrados bajo corriente de nitrdgeno hasta un volumen de

10 mL y vializados, para su posterior inyeccion al cromatégrafo.

Para obtener los LD y LC se realizaron ensayos de recuperacién en suelo (n=7) al

nivel de fortificacion mas bajo (0,2 pg/g), concentrando hasta sequedad y agregando 900

uL de acetato de etilo y 100 puL de estandar interno Sulfotep. Para cada compuesto se

calcul6 la desviacion estandar de la media de las réplicas.

El blanco de método EAUMC fue realizado con la microcolumna, papel de filtro,

sulfato de sodio anhidro y solvente, sin matriz y sin fortificacion.El extracto de blanco fue

concentrado, vializado e inyectado al cromatdografo.
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5.5.2. Andlisis cromatografico

Los extractos fueron inyectados en un cromatégrafo gaseoso Agilent Technologies
6890 equipado con un detector de nitrégeno y fésforo (NPD), en modo splitless con N,
como gas acarreador. La temperatura inicial del horno fue de 70°C, la rampa de
temperatura fue de 20°C/min hasta alcanzar 160°C, luego de 4°C/min hasta 240°C
durante 9 minutos. La temperatura del inyector fue de 250°C y la del detector 300°C.

De forma intercalada a los viales de los ensayos, se inyectaron las soluciones de
estandares en 5 niveles de concentracion (0,05; 0,10; 0,25; 0,50 y 1,00 ppm en acetato
de etilo) para cuantificacion de los compuestos. Para realizar la identificacién de los picos
de los cromatogramas de las muestras, se compararon los tiempos de retencién con los

de un cromatograma de una solucion de estandares intermedia.

5.5.3. Parametros analiticos de la EAUMC

La cuantificacion de las recuperaciones se llevo a cabo por el método del estandar
interno y de curvas de estandares de calibracion. EI mismo consiste en graficar las curvas
de calibracion de cada sustancia a partir de la inyeccién al cromatografo de una serie de
disoluciones de estandares para obtener la ecuacién de la recta por ajuste de la
dispersién de puntos a un modelo de regresion lineal (método de los minimos cuadrados)
(Figura 6). La concentracién del compuesto se calcula hallando el valor de x de la
expresion y =ax+ b donde a y b son los coeficientes obtenidos de las curvas de
calibracion e yes la respuesta del detector (el area bajo la curva del pico cromatografico).
El valor de x tiene unidades de concentracion, en el orden de magnitud de la
concentracion de los estandares.

La linealidad de la respuesta del equipo a la concentracion de los compuestos fue
evaluada a partir del coeficiente de determinacién obtenido de la curva de calibracién de
cada estandar. EI método muestra una excelente linealidad en el rango de
concentraciones estudiado para todos los compuestos, siendo R? >0,99. En el Anexo

11.1 se muestran las curvas de calibracion de los estandares.
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Figura 6. Curva de calibracion de un estandar ajustada por regresion lineal.

5.6. Resultados de los ensayos de recuperacion

Un resumen de las recuperaciones medias y su desviacién estandar relativa de cada

compuesto en los tres niveles de fortificacion se muestra en la Tabla 7.
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Tabla 7. Resumen de las recuperaciones en los suelos para los 3 niveles de fortificacion.

Nivel de Aridisol Andisol
Plaguicida | fortificacion final Recuperacion 0 Recuperacioén 0
en suelo (ug/g) media (%) DER (%) | "media () | PER®)
0,2 107,65 10,88 81,78 7,36
0,5 89,99 6,38 92,50 1,44
Propoxur
1,0 95,58 5,64 92,57 0,98
0,2 99,66 2,73 83,28 3,84
. 0,5 81,96 7,80 80,05 -
Dimetoato
1,0 84,93 6,38 92,57 0,98
0,2 134,32 8,78 86,41 7,12
. 0,5 106,78 7,63 93,15 3,09
Carbofuran
1,0 108,30 4,41 120,35 3,08
0,2 96,60 8,07 82,25 8,93
. 0,5 79,91 7,66 93,05 6,35
Carbaril
1,0 90,21 5,14 117,95 4,72
0,2 91,01 5,64 61,39 5,96
iy 0,5 83,00 6,12 98,94 0,54
Clorpirifos
1,0 95,94 4,33 118,11 1,36
0,2 92,81 3,11 70,60 3,02
Metidation 0,5 71,55 7,22 93,82 1,33
1,0 86,30 6,65 118,77 0,46
0,2 88,35 4,78 75,69 7,21
. 0,5 73,54 5,53 104,41 2,73
Fenamifos
1,0 91,45 7,00 132,75 1,39
0,2 94,20 3,05 80,59 4,03
. 0,5 74,64 6,43 90,54 3,31
Triazofos
1,0 89,47 4,00 121,92 2,39
0,2 100,57 2,51 89,98 9,69
0,5 79,23 8,84 79,48 0,96
Fosmet
1,0 90,88 8,02 104,10 8,04
0,2 97,84 3,29 86,91 6,94
Metil 0,5 79,41 9,73 68,47 5,49
azinfos 1,0 93,39 10,53 85,46 8,43

Con respecto a la exactitud del método, el aridisol present6é recuperaciones medias

entre 79%-107%

para carbamatos y 71%-100%

para organofosforados.

Las

recuperaciones medias de carbamatos para andisoles fueron 81%-120% y 70,6%-121%
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para organofosforados. Estos valores se encuentran dentro del rango establecido por la
guia SANCO 12571/2013, que establece un rango de 70%-120%. Unas pocas
recuperaciones caen por fuera del citado intervalo: fenamifos (132,75%), clorpirifos
(61,39%) y metil azinfos (68%) en el andisol y carbofuran (134,32%) en el aridisol.

En cuanto a la precisién del método, medida como desviacion estandar relativa, varid
entre 2,5% y 10,88% para los aridisoles y entre 0,54% y 9,69% para los andisoles, siendo
en todos los casos menores a 20%.

El limite de deteccion para carbamatos fue de 10 ug/kg y el limite de cuantificacién de

34 ng/kg. Para los plaguicidas organofosforados el LD fue de 7 ug/kg y el LC de 24 ng/kg.

Se procesaron muestras reales de sedimentos por extraccion Soxhlet y EAUMC con
el objetivo de comparar las eficiencias de extraccion entre los métodos. Los resultados
fueron ajustados a un modelo lineal (mediante regresion lineal simple) y analizados
mediante la prueba t de Student de datos pareados para valorar si las medias de las
recuperaciones de ambos métodos son estadisticamente diferentes entre si. Se encontré
que no existe diferencia significativa entre los métodos de extraccion (p<0,05; n=12) y
gue la variacion de los resultados obtenidos por EAUMC (variable dependiente) es
explicada en un 87% (R?= 0,87) por los resultados de las extracciones Soxhlet (variable

predictora) a través del modelo de regresion lineal (Figura 7).

0,060 -
y=1,2679x - 0,0108
0,050 - R2=0,8719 .

0,040 -

0,030 -

EAUMC

0,020 -
*

0,010 - .

0,000 —* . . . . .
0000~ 0,010 0020 0030 0040 0,050

-0,010 -
Soxhlet

Figura 7. Ajuste lineal de los resultados del andlisis de muestras reales de sedimentos por
extraccién Soxhlet y EAUMC.
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Los pardmetros analiticos obtenidos de la EAUMC para pesticidas carbamatos y
organofosforados en suelos y la diferencia no significativa entre los métodos de
extraccion de los compuestos en sedimentos validan al método para el analisis de rutina
en el Laboratorio de Cromatografia. La extraccion asistida por ultrasonido demostrd ser
un método rapido de adquisicion de resultados y capaz de determinar multiples

plaguicidas simultaneamente, ain en matrices con distinto contenido de materia organica.
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TERCERA PARTE

6.Materiales y Métodos
6.1. Area de estudio

El area de estudio se ubica en los departamentos de Afielo y Confluencia de la
Provincia del Neuquén y esta comprendida entre el paraje rural Sauzal Bonito y 4.000 m
aguas arriba de la confluencia del rio Neuquén con el rio Limay (Figura 8), coincidiendo
con estudios desarrollados y en desarrollo de equipos de docentes-investigadores del
LIBIQUIMA-CITAAC. Las campafas de muestreo se encuadran dentro del proyecto
institucional 04/1-200 “Estudio multidisciplinario de la afectacion del ambiente asociada a
las actividades productivas de la region del Alto Valle: distribucion, destino y transporte”
dirigido por la MSc. Ruth Miriam Loewy. En este proyecto, los compuestos de interés son
hidrocarburos alifaticos y poliaromaticos, metales pesados y plaguicidas carbamatos,

organofosforados, piretroides y organoclorados.

Figura 8. Area de estudio, comprendida entre el Sauzal Bonito y aguas arriba de la confluencia

con el rio Limay.
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Los sitios de recoleccién de muestras fueron escogidos por la presencia de tomas de
agua para abastecimiento humano y proximidad a pozos de extraccion de hidrocarburos y
zonas agricolas.

Se llevaron a cabo cuatro campafias de muestreo en noviembre de 2014, octubre y
diciembre de 2015 y marzo de 2016. Las Figuras 9, 10 y 11 y la Tabla 8 muestran los
sitios de toma de muestras del &rea de estudio.
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Tabla 8. Georreferencia de los sitios de muestreo.

Denominacién

Descripcion del sitio

Latitud

Longitud

sitio
R-11 Zona agricola- Sauzal Bonito 38°36'42.00" S 69°07°'19.00” O
L-12 Lago Barreales- Yac. Loma La Lata 38°28'00.67" S 68°46'08.15” O
L-14 Lago Barreales-Istmo 38°30'18.80" S 68°42'10.57" O
L-15 Lago Mari Menuco-Istmo 38°33'01.31" S 68°32'20.71" O
L-16 Lago Mari Menuco-toma de agua 38°34'54.25" S 68°29'31.31" O
R-18 Aguas Abajo Portezuelo Grande 38°26'56.00" S 68°56'35.00” O
R-3 Camping Municipal Vista Alegre 38°44'43.08" S 68°08’13.03” O
R-4 Margen Norte Yacimiento Rio Neuquén 38°42'29.07" S 68°13'12.08" O
R-6 Brazo zona agricola antes de la 38°3344.04"S | 68°26'55.03" O
restitucion
R-7 Puente sobre el brazo de) Il NeUQUeN | 3g°3241.08"'s | 68°36'36.15" O
R-8 Brazo zona agricola en Afielo 38°23'48.34" S 68°42'18.51" O
R-9 Bajo Afelo. Aguas arriba de las chacras 38°22'30.01" S 68°44°47,08” O
R-10 Toma de agua- Afielo 38°22'41.09" S 68°48’15,07” O
C-19 Canal de riego A-Microcuenca 38°51'18.92" S 68°06'38.42" O
Centenario
D-20 Drenaje EF-Microcuenca Centenario 38°51'36.16" S 68°05'42.47" O
D-21 Drenaje Calle 1-Centenario 38°53'00.20" S 68°04'59.22" O
R-2 Rio zona agricola Centenario 38°52'58.94” S 68°04'31.79" O
D-23 Drenaje Calle 3-Centenario 38°51'57.79" S 68°05'23.86" O
D-22 Drenaje Calle 2-Centenario 38°52'26.59" S 68°05'30.48" O
R-1 Aguas abajo- Parque Industrial Este 38°54'33.00" S 68°03'58.00" O
R-24 Aguas arriba- Rincon de Emilio 38°55'09.90" S 68°02'57.96" O
R-25 Balneario Municipal- Calle Figueroa 38°57'35.10" S 68°00'26.83" O
R-26 4.000 m aguas arriba de la confluencia 38°58'12.13" S 68° 0'23.33" O
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Figura 9. Sitios de muestreo para andlisis de plaguicidas e hidrocarburos, campafia noviembre de
2014. Imagen: Google Earth.
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Figura 10. Sitios de muestreo para analisis de plaguicidas campafas octubre y diciembre de 2015.
Imagen: Google Earth.
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Figura 11. Sitios de muestreo para analisis de hidrocarburos, campafia marzo de 2016. Imagen:
Google Earth.

Las muestras de agua fueron tomadas con botellas de vidrio color caramelo, con la
abertura orientada en contracorriente. Fueron colocadas en conservadoras con hielo en
gel y mantenidas a 4°C hasta su llegada al laboratorio.

Las muestras de sedimentos fueron colectadas con muestreador de nucleo tipo
CORE vy dispuestas en frascos de vidrio, almacenadas durante el transporte de la misma
forma que las muestras de agua.

En cada punto de muestreo y en cada campafia, se midieron los siguientes
pardmetros fisicoquimicos: pH, conductividad eléctrica, oxigeno disuelto y temperatura
del agua y potencial redox del sedimento. Los valores de las determinaciones realizadas

in situ de las campafias de muestreo se muestran en el Anexo 11.2.

6.1.1. pH del agua

El pH del agua afecta el equilibrio de solubilidad de algunos iones y, por otra parte, las
especies acuaticas se desarrollan en un rango de pH determinado que, si es alterado, se
inhiben o perturban ciertos procesos biolégicos. Por lo general, las aguas naturales

superficiales (no contaminadas) exhiben un rango de pH entre 6 y 9.
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En las cuatro campafias de muestreo realizadas, el pH del agua resulté neutro a
levemente alcalino (entre 6,90 y 9,09). Los menores valores resultaron para los puntos
ubicados dentro de la microcuenca Colonia Centenario (canales de riego y de drenaje).

6.1.2. Temperatura del agua

El agua de un rio intercambia calor con la atmésfera y el lecho. Normalmente, a lo
largo de un rio en estado natural, la temperatura aumenta a medida que disminuye la
altitud. A ésta variacion espacial se superpone una doble variacién temporal, ya que la
temperatura del agua varia segun un ciclo diario y un ciclo anual. Por otra parte, el
comportamiento térmico de un rio puede ser alterado por circunstancias no naturales,
como los vertidos térmicos procedentes de la refrigeracion de una central térmica o por la
presencia de un embalse.

La temperatura influye sobre la actividad biolégica, acelerandola o retardandola,
incidiendo en el metabolismo, reproduccién y comportamiento las poblaciones acuaticas y
en sus fuentes de alimentacién, en la difusion de oxigeno desde la atmdésfera y en la
solubilidad de los compuestos en el agua.

Para la campafia de noviembre 2014, las mediciones de la temperatura del agua del
rio Neuquén evidenciaron un gradiente de minima a maxima, debido al creciente aporte
de energia solar al cuerpo de agua. En el punto extremo aguas arriba (a la altura de
Sauzal Bonito) el registro de temperatura fue de 16,4°C mientras que el punto extremo
aguas abajo (a la altura de Vista Alegre) fue de 25,7°C.

Las mediciones realizadas en la microcuenca Colonia Centenario en octubre de 2015
muestran valores menores de temperatura para el tramo del rio aguas arriba de la
microcuenca y para el canal principal de riego que los canales colectores y canales de
riego.

En los puntos de muestreo de la campafia de marzo de 2016, las mediciones de

temperatura del agua del rio resultaron homogéneas, entre 21y 22,7 °C.

6.1.3. Oxigeno disuelto

La presencia del oxigeno en el agua superficial corriente se debe principalmente a la
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difusion desde el aire, y es un proceso determinado por la temperatura (la cual esta en
funcién a la estacion del afio y la hora del dia). A 20°C, la concentracion de oxigeno
disuelto es de 8,84 mg/L. Otras fuentes de oxigeno son la fotosintesis de organismos
acuaticos autétrofos, el oleaje producido por el viento y saltos del agua debidos al terreno
y obstaculos. Las aguas superficiales corrientes y no contaminadas suelen estar
saturadas de oxigeno. Niveles bajos de oxigeno disuelto indican contaminacion elevada
por materia organica o una intensa actividad bacteriana y conduce a la mortalidad de
organismos aerobios; por ello, el nivel de OD es considerado un indicador de
contaminacion.

Las mediciones de OD realizadas en el area de estudio resultaron en un rango de
entre 8 y 13 mg/L. Sélo dos mediciones resultaron menores a este rango, con un valor de

6,2 mg/L y correspondieron a puntos sobre el rio aguas arriba de Portezuelo Grande.

6.1.4. Conductividad eléctrica del agua

La conductividad eléctrica es una medida indirecta de la concentracién de iones en
solucion. En rios, refleja el equilibrio en el ecosistema (lecho, vegetacion, etc.) y varia en
la dimensién longitudinal. Este equilibrio puede verse alterado por el aporte de efluentes
con mayor carga ionica.

En este estudio se observd que los valores de conductividad aumentaron
regularmente desde el punto mas extremo aguas arriba (Sauzal Bonito) hasta el punto
cercano a la Confluencia. El tramo del rio Neuquén antes de la derivacion en Portezuelo
Grande (sitios R18 y R11) exhibié valores de conductividad de 122 uS/cm. En el tramo
regulado del rio, aguas arriba de la zona agricola de Afielo, se midieron valores de entre
136 y 282 uS/cm. El agua del rio después de la restitucion y que alimenta a los canales
de riego de la zona agricola de Colonia Centenario (sitio R3) y el canal principal de riego
(C19) presentaron una conductividad del orden de los 290 uS/cm. En el drenaje de
chacras de Colonia Centenario (D20) se midieron 963 uS/cm y en el tramo que bordea a

la zona urbana de Neuquén capital entre 310 y 340 uS/cm.

6.1.5. Potencial redox de sedimentos

El potencial redox es la magnitud que mide la capacidad de un medio de oxidar o
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reducir sustancias. Muchas de las reacciones que ocurren en la naturaleza son de 6xido-
reduccion. Los procesos de oxidacién y reduccion ejercen un importante control sobre la
distribucion de las especies quimicas. En aguas superficiales, el potencial redox esta
estrechamente relacionado con el pH y con el oxigeno disuelto: un sedimento con un
elevado potencial redox contiene una apreciable cantidad de oxigeno, predominando las
especies quimicas oxidadas de iones y compuestos; por el contrario, un sedimento con
bajo potencial redox sera rico en especies quimicas reducidas.

Las determinaciones de potencial redox en sedimentos de este estudio mostraron una
gran variabilidad espacial, pero en general los sitios alejados de actividades antrépicas
registraron valores positivos y altos, mientras que las mediciones en los sitios proximos a
zonas urbana o fruticola resultaron valores positivos bajos o negativos. Los embalses
Barreales y Mari Menuco presentaron las mediciones més altas (entre 230 mV y 316 mV)
por lo que son ambientes en los que las reacciones de oxidacion estan favorecidas. Los
sedimentos del drenaje agricola de Colonia Centenario (D20) y aguas abajo de la
descarga al rio (R2) presentaron valores de -230 mV y -31 mV respectivamente. La zona

de Neuquén capital también exhibi6é potenciales bajos o negativos (entre 39 y -47 mV).

6.1.6. Granulometria de los sedimentos

Desde el punto de vista geomorfoldgico, el curso alto de un rio es el area donde se
producen mayormente los sedimentos aportados al sistema fluvial. EI material de fondo
consiste en rocas y piedras. El curso medio es la zona de transferencia, donde la entrada
y salida de sedimentos son similares. Generalmente tiene un fondo de grava o de arena.
El curso bajo es el area de deposicion de los sedimentos limosos.

En el laboratorio, se llevoé a cabo un ensayo granulométrico de una porcion seca de
las muestras de sedimentos. Se utilizaron tamices de abertura de malla de 2.000 y de 80

um. Casi la totalidad de los sedimentos presentaron como fraccion predominante al limo.
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6.2. Métodos de extraccion y analisis de los

compuestos

6.2.1. Hidrocarburos

El andlisis de AHs y PAHs en sedimentos se realizé mediante una modificacion del
método EPH — 04; Revision 1.1 (Method for the Determination of Extractable Petroleum
Hydrocarbons) de MADEP (Massachusetts Department of Environmental Protection). El
mismo consiste en la extraccion Soxhlet de los compuestos mediante cloruro de metileno
(150 mL) de una porcién de 30 g de sedimentos, concentracion en evaporador rotatorio,
cambio de solvente a hexano y fraccionamiento de AHs (fraccion 1 en hexano) y PAHs
(fraccion 2 en cloruro de metileno) en columna de silica gel (Bond Elut Mega BE-SI 1mg,
Agilent Technologies) (Figura 12 a). Luego se cuantifican los n-alcanos desde el alcano
n-C9 hasta n-C36 y los 16 PAHs prioritarios establecidos por US EPA: naftaleno,
acenaftileno, acenafteno, fluoreno, fenantreno, antraceno, fluoranteno, pireno, 1,2-
benzoantraceno, criseno, benzo[b]fluoranteno, benzo[k]fluoranteno, benzo[a]pireno,
indeno[1,2,3-cd]pireno, dibenzo[a,h]antraceno y benzo[g,h,i]perileno. La cuantificacion de
AHs y PAHSs se llevé a cabo en un cromatdgrafo en fase gaseosa (GC) Agilent 6890
(Figura 12 b) equipado con columna capilar HP-05 y detector de ionizacién de llama
(FID). Se utiliz6 un estandar surrogado. Se cuantificaron los compuestos mediante curvas

de calibracién de 5 niveles de concentracion (0,2; 0,5; 1,0; 2,5y 5,0 ppm).

(@) (b)

Figura 12. (a) Fraccionamiento de AHs y PAHSs. (b) Cromatégrafo gaseoso.
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6.2.2. Plaguicidas organoclorados

Las determinaciones de plaguicidas organoclorados en muestras de agua se
realizaron mediante extraccion liquido-liquido (EPA 3510C), con solvente hexano (Figura
13). La identificacion y cuantificacién de los compuestos se realizd por cromatografia de
gases Yy detector de captura electronica (LECD) mediante estandar externo (curvas de
calibracion de 5 niveles de concentracion: 2; 4; 8; 20 y 40 ppb).

La extraccion de organoclorados en sedimentos se realizé conjuntamente con los
hidrocarburos. Se reunieron las fracciones F1 y F2, se intercambié el solvente a hexano y
a continuacion se siguié el mismo esquema cromatografico que el de las muestras de
agua para organoclorados. Los compuestos detectados fueron confirmados por pnECD

cambiando la columna HP-05 por una HP-17.

Figura 13. Ampollas para extraccién liquido- liquido de plaguicidas organoclorados en agua.

6.2.3. Plaguicidas organofosforados y carbamatos

La extraccion de plaguicidas organofosforados y carbamatos en agua se realizé por
fase solida (SPE, Solid Phase Extraction) segun Método EPA 3535A modificado, con
cartucho polimérico de fase reversa (Strata™ Phenomenex) (Figura 14). Luego del
secado al aire y bajo corriente de nitrégeno, los cartuchos se eluyeron con hexano y

cloruro de metileno. Los extractos se concentraron hasta sequedad, se agregaron 250 pL
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de hexano y 25 uL de estandar interno Sulfotep. Los extractos fueron analizados por
Cromatografia Gaseosa con detector nitrégeno-fésforo (GC-NPD). La identificacion y
cuantificacion de los compuestos se realiz6 mediante curvas de calibracién en 5 niveles
de concentracién (0,05; 0,1; 0,25; 0,50 y 1 ppm). La confirmacion fue realizada por
cromatografia gaseosa acoplada a espectrometro de masas (GC-MS).

En sedimentos, los compuestos fueron extraidos por el método validado de extraccion

asistida en pequefias columnas, como se explico en el apartado 5.5.1.

2'53
-
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»
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Figura 14. Extraccion en fase sélida de organofosforados y carbamatos en agua.

6.3. Parametros analiticos

6.3.1. Exactitud

La exactitud fue evaluada mediante ensayos de recuperacion realizados en el
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Laboratorio de Cromatografia en ocasion de la validacion del método y ensayos de rutina
de control de calidad analitica. Para la determinacion de los plaguicidas organofosforados
en agua y sedimentos se utiliz6 como estdndar interno Sulfotep (ditiopirofosfato de
0,0,0",0 -tetraetilo).

Las recuperaciones de plaguicidas organofosforados, carbamatos y clorados en agua
se encuentran en el rango de 70 - 120%.

En sedimentos, las recuperaciones de plaguicidas organofosforados y carbamatos
estuvieron en el rango de 70 - 120%.

Para determinar la exactitud del método para analisis de hidrocarburos alifaticos y
poliaromaticos se empleé COD (1-clorooctadecano). Las recuperaciones de COD en

sedimentos estuvieron entre 70 y 90%.

6.3.2. Linealidad

Para determinar la linealidad de la respuesta del instrumento se inyectaron en el
cromatografo, junto con cada serie de muestras, soluciones de estandares de AHSs,
PAHSs, OCls, OPs y Carbamatos en 5 y 4 niveles de concentracion segun corresponda. El

coeficiente de determinacion R? de los compuestos fue en todos los casos mayor a 0,99.

6.3.3. Repetibilidad

Las desviaciones estandar relativa de las recuperaciones de COD en sedimentos por
extraccion Soxhlet fueron <0,12 %.

La desviacion estandar relativa del método EAUMC para los plaguicidas
organofosforados y carbamatos en sedimentos fue <12%.

En matriz agua, la desviacion estandar relativa para todas las familias de plaguicidas
en estudio fue <20%.

6.3.4. Limites de deteccién y de cuantificacion

En la Tabla 9 se recogen los valores de limite de deteccion (LD) y limite de
cuantificaciéon (LC) de las familias de plaguicidas e hidrocarburos y de compuestos

individuales (casos especiales), en matriz agua y matriz sedimentos.
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Tabla 9. Valores de LD y LC de los compuestos estudiados en agua y en sedimentos.

Compuestos LD LC
Agua, ppb Sedimentos, pg/kg | Agua, ppb | Sedimentos, pg/kg
Carbamatos 0,030 10 0,110 34
Organofosforados 0,020 7 0,060 24
Clorpirifos 0,014 7 0,050 24
Metidation 0,010 7 0,030 24
Organoclorados 0,001 0,010 0,002 0,050
AHs de n-C9 a n-C20 0,5 22 1 40
AHs de n-C21 a n-C33 0,5 40 1 85
PAHs 0,5 23 1 40

Para AHs y PAHs los LD y LC se expresan para compuestos individuales en el rango.

6.4. Evaluacion de riesgo ecotoxicoldgico

La evaluacion preliminar del riesgo ecotoxicol6gico por residuos de plaguicidas se
llevd a cabo mediante la aplicacién del concepto de Unidades Toéxicas (UT) (Kock-
Schulmeyer et al.,, 2012). Se trabajé con organismos de tres niveles troficos:
invertebrados acuaticos (Daphnia magna), peces (trucha arco iris) y alga verde (especie
no reportada). Daphnia magna es un pequefio crustdceo que mide de 1 a 3 mm, se
alimenta de algas microscépicas y sirviendo, a su vez, de alimento a los peces. Esta es
una de las especies mas utilizadas en el mundo por su sensibilidad y eficiencia, adoptada
por instituciones encargadas de las normas de control del medio ambiente como USEPA
(USA.), OECD (Comunidad Europea), DIN (Alemania), AFNOR (Francia), etc. (Paggi &
Paggi, sff). Ademas, su amplia distribucién geografica, el importante papel que cumple
dentro de la comunidad acuatica, la facilidad de cultivo en el laboratorio, un alto nimero
de descendencia y su corto ciclo de vida hacen de esta especie un indicador ideal para la
evaluacion de toxicidad.

Las concentraciones de los puntos finales toxicoldgicos fueron obtenidas de la base
de datos en linea PPDB (Pesticide Properties Data Base!®) de la Universidad de
Hertfordshire, Inglaterra. Luego se aplicé el indice PRISW-1 para cada compuesto
detectado en cada sitio con el fin de conocer cual es el riesgo ecotoxicoldgico para el

ecosistema en ese punto y su area de influencia.

1% Base de Datos de Propiedades de Pesticidas
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Respecto a los hidrocarburos, las Directrices del CCME proveen un medio para
evaluar el riesgo ecotoxicologico en el cual se contrastan las concentraciones de los
hidrocarburos medidas en sedimentos con su respectivo nivel guia establecido en el
documento “Directrices de Calidad de Sedimentos para la Protecciéon de la Vida Acuatica”
(Vinas et al., 2010).

6.5. Origen de los hidrocarburos

Para estimar el origen de los AHs y PAHs se aplicaron los siguientes indices de

referencia citados en el apartado 3.2.

/.Resultados
7.1. Primera campafia

El muestreo se desarrollé durante dos jornadas consecutivas en el mes de noviembre
de 2014. El area abarc6 desde el paraje rural Sauzal Bonito (sitio R11) hasta el camping
Municipal de Vista Alegre (sitio R3), incluyendo los embalses y redes de canales de la
zona agricola (Figura 15). El objetivo fue realizar un reconocimiento del area, detectar
zonas sensibles y sentar antecedentes para futuros muestreos. Se recolectaron 13
muestras de sedimentos para andlisis de hidrocarburos alifaticos, hidrocarburos
poliaromaticos y plaguicidas organoclorados y 6 muestras de agua para analisis de

plaguicidas organoclorados, piretroides, organofosforados y carbamatos.
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Figura 15. Canal de riego zona agricola Colonia Centenario.

7.1.1. Andlisis de plaguicidas en agua

No se detectaron residuos de plaguicidas en ninguna de las muestras de agua.

7.1.2. Analisis de hidrocarburos

En la mayoria de los sitios analizados se encontraron n-alcanos en el rango n-C21 -
n-C33. El rango de concentraciones halladas de hidrocarburos alifaticos en sedimentos
varié entre ND (no detectado) y 51,44 nug/g ps. En los sitios R10, L12 y L16 no se
detectaron hidrocarburos. En ninguna de las muestras recolectadas se detectaron
hidrocarburos poliaromaticos ni MCNR.

Mediante la aplicacion de los indices Hidrocarburo Mayoritario (HM), carbono
preferencial (ICP) e indice de Predominancia Par-Impar se hallé que, en todos los sitios
donde se detectaron AHs, éstos correspondieron a aportes recientes derivados de
plantas vasculares terrestres, es decir, su origen es biogénico terrigeno. En cada sitio, el
hidrocarburo mayoritario fue n-C27, n-C29 o n-C31 y el ICP varié entre 3,22 y 42,13
(Figura 16). El indice de Predominancia Par-Impar se comprendio entre 0,04 y 0,26
(Figura 17). No en todos los sitios fue posible calcular el ICP y el indice de Predominancia

Par-Impar, por falta de datos. El indice BPM/APM no pudo ser calculado debido a que no
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se detectaron n-alcanos de cadena menor a 21 atomos de carbono.
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Figura 16. Valores de los indices HM e ICP de sedimentos de la primera campafia.

0,3

0,25
0,15
0,05 - I
0 n T T T T T T T

R3 R4 R6 R7 R8 R9 R10 R11 L12 L14 L15 L16 R18
Sitios

o
N

Valor indice Par/Impar
o
[

Figura 17. Valores del indice de Predominancia Par-Impar de sedimentos de la primera campafa.

Los sitios con mayores concentraciones de AHs fueron R3 y R4, correspondiendo a
las localidades de Vista Alegre y Villa Manzano, respectivamente, principales sitios de
produccion agricola del valle del rio Neuquén. Los sedimentos de estos sitios presentan
niveles de AHs superiores al establecido por UNEP (1992) de 10 ng/g ps (Figura 18).

El punto del rio ubicado en Sauzal Bonito fue seleccionado en este estudio como
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“blanco” del muestreo de hidrocarburos de origen antropogénico, debido a su lejania a los
sitios de extraccion hidrocarburifera y asentamiento poblacional pequefio. Este sitio
present6é una concentracion de AHs de origen bioldgico en sedimentos de 1,22 pg/g ps, el
cual puede ser establecido como su linea base actual y sentar antecedente para analisis
comparativo en estudios posteriores.

Los sitios R6, L14 y L15 presentan Unicamente carbonos impares de alta masa
molecular: n-C27, n-C29, n-C31 y n-C33, en niveles inferiores a 1 ug/g ps. Las
concentraciones halladas en los embalses podrian ser consideradas como su linea de
base actual.

La zona de mayor densidad de pozos productivos de petréleo y gas (sitios R7, RS,
R9, R10 y R18) presentd un rango de concentraciones de AHs en sedimentos entre ND y

2,83 ug/g ps. Este valor podria considerarse como nivel de base actual del tramo del rio.
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Figura 18. Concentraciones de AHSs resueltos totales expresadas en pg/g de peso seco para cada
sitio de muestreo. Se resalta el valor guia establecido por UNEP (1992).

El patrén de distribucién de los n-alcanos en los sedimentos del rio Neuquén muestra
una predominancia de cadenas hidrocarbonadas alifaticas impares y cadenas de alta

masa molecular por sobre las cadenas pares y de baja masa molecular (Figura 19). Los
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carbonos impares mayoritarios fueron n-C25, n-C27, n-C29 y n-C31.

20,000 18,92
® 18,000
2 16,000
14,000
12,000
10,000

8,000

6,000

4,000

2,000

0,000

Concentracién AHs, ug

Sitio

n-alcano

ER3 "R4 mR7 mR8 "R9 mR11 mRI18

Figura 19. Patrén de distribucion de los n-alcanos en los sedimentos del rio Neuquén.

7.2. Segunda campafia

Esta camparfia se realiz6 en el mes de octubre de 2015 en la zona agricola que
abarca desde Vista Alegre (R3) hasta aguas abajo de la zona agricola de Colonia
Centenario, sobre el rio Neuguén (R2), incluyendo los puntos C19, D20 y D21
(microcuenca Colonia Centenario). Se tomaron muestras de sedimentos y de agua para
analisis de residuos de plaguicidas organofosforados y carbamatos, correspondiendo al
periodo de aplicacién de estos plaguicidas. Los resultados del analisis cromatogréafico

muestran presencia de clorpirifos Gnicamente en la muestra de sedimentos del sitio D20,
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con una concentracion de 23 ppb. En el resto de las muestras no fue detectado ningun
residuo de plaguicidas.

7.3. Tercera campana

Esta campafia se realiz6 en la primera semana de diciembre de 2015, dentro del
calendario de lucha contra la carpocapsa, repitiendo los puntos de muestreo de la
campafa anterior, afiadiéndose los drenajes D22 y D23, que en el mes de octubre
estaban secos. El andlisis de las muestras de agua no mostré presencia de plaguicidas,

pero en sedimentos del sitio C19 se detecto clorpirifos a nivel de trazas.

7.4.  Cuarta campana

En marzo de 2016 se recolectaron muestras de sedimentos del rio Neuquén para
analisis de hidrocarburos y plaguicidas organoclorados, en la zona comprendida entre el
Parque Industrial de Neuquén Este (R1) y 4.000 m aguas arriba de la confluencia con el
rio Limay (R26), incluyendo los puntos R24 (Rincén de Emilio) y R25 (balneario Municipal

calle Figueroa). La Figura 20 a, b, ¢ y d muestra imagenes de los sitios.
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Figura 20. (a) Parque Industrial Neuquén Este. (b) Barrio Rincon de Emilio. (c) Balneario

Municipal calle Figueroa. (d) Aguas arriba de la confluencia de los rios Neuquén y Limay.
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7.4.1. Andlisis de hidrocarburos

Se detecto la presencia de hidrocarburos alifaticos resueltos. El patron de distribucion
de los n-alcanos y de sus concentraciones se muestra en la Figura 21. Puede observarse
gue es similar al de la zona rural y agricola de la campafia 1. Las mayores
concentraciones medidas fueron para los AHs impares de alta masa molecular (n-C25, n-
C27, n-C29 y n-C31), lo que determina que el indice de Predominancia Par-Impar sea
menor a 1 y muy bajo.

El sitio con mayor concentracion de AHs resueltos totales fue R26 (Figura 22). Se
trata de una zona con abundante vegetacion riberefia, correspondiente al sector sureste

de la ciudad de Neuquén.
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Figura 21. Patrén de distribucién de concentraciones de los n-alcanos en sedimentos.
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Figura 22. Concentraciones totales de AHs (ug/g ps) de los sitios de muestreo.

En todas las muestras, el alcano mayoritario fue n-C29, indicando un origen de
plantas vasculares terrestres. Los indices ICP y Predominancia Par-Impar se muestran
en la Figura 23. Los valores de estos indices indican que los AHs poseen una
procedencia biogénica y reciente. El cociente BPM/APM no pudo ser determinado debido

a la ausencia de n-alcanos de cadena inferior a 21 atomos de carbono.
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Figura 23. Valores de los indices de Predominancia Par-Impar e ICP de sedimentos del tramo del

rio que bordean a la capital neuquina.
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7.4.2. Analisis de plaguicidas organoclorados

En la fraccién 2 de los extractos de las muestras de sedimentos se detect6 p,p’-DDE
en concentraciones que fueron de 1,29 a 5,43 ug/kg ps. Se trata de un compuesto
organoclorado, principal producto de degradacién del diclordifeniltricloroetileno (DDT). En
los sitios R1, R25 y R26 se excedi6 el valor guia de 1,42 ug/kg ps establecido por el

CCME en sedimentos para la proteccion de la vida acuatica.

7.5.  Evaluacion de riesgo ecotoxicoldgico

En este estudio no se detectaron residuos de plaguicidas en las muestras de agua,
razén por la cual a través del indice PRISW-1 no se puede obtener un nivel de riesgo para
los puntos muestreados del rio. Sin embargo, a efectos de exponer la aplicaciéon del indice
y llegar a un nivel de riesgo ecotoxicoldgico, se simuld el procedimiento de calculo para
dos plaguicidas a concentraciones fijadas.

Los compuestos considerados fueron los insecticidas organofosforados clorpirifos y
metil azinfos, ya que estos presentan las mayores frecuencias de deteccién en muestreos
previos del area bajo estudio. Se realizé la busqueda de las concentraciones de efecto
agudo (CEsp) de dichos compuestos para algas verdes y Daphnia magna y las
concentraciones letales (CLsp) para trucha arco iris (Oncorhynchus mykiss) en la base de
datos PPDB (Tabla 10).

Tabla 10. Concentraciones de efecto critico agudo de clorpirifos y metil azinfos para alga verde,
Daphnia magna y trucha arcoiris.

- Alga verde D. magna O. mykiss
Plaguicida
CE50, ug/l_ CE50, ug/l_ CL50, p.g/l_
Clorpirifos 480 0,10 13
Metil azinfos 7.150 1,10 20

Se fijaron las concentraciones de los plaguicidas a nivel de los LD y LC del método

analitico para cada compuesto en agua, como asi también los valores guia para agua

superficial establecidos por el CCME, la SSRH y la OMS. En la Tabla 11 se muestran los
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valores seleccionados y las UTp resultantes.

Tabla 11. UTp para alga verde, Daphnia magna y trucha arco iris para clorpirifos y metil azinfos
a concentraciones fijas.

Nivel fijo Plaguicida UTp
Clorpirifos, pg/L Alga verde Dn?zg:;a Trucir;izarco
LD 0,014 0,00003 0,14 0,001
LC 0,050 0,00010 0,50 0,004
VG1 30 0,06250 300 2,308
VG2 0,006 0,00001 0,06 0,0005
VG3 0,002 0,000004 0,02 0,0002
Metil azinfos, ug/L | Alga verde Drr?gg:;a Trucirrliz arco
LD 0,02 0,000003 0,018 0,001
LC 0,06 0,000008 0,055 0,003
VG1 Nd
VG2 0,02 0,000003 0,018 0,001
VG3 Nd

VG1: Valor maximo segun OMS, considerando una ingesta de 2 L de agua por dia por adulto.

VG2: Proteccién de la vida acuatica segin SSRH

VG3: Proteccién de la vida acuatica de largo plazo segin CCME
Nd: no disponible

Las UTp calculadas indican que el organismo mas afectado es el invertebrado

acuatico, lo cual es esperable dado que es un organismo muy sensible a la presencia de

téxicos en su ambiente. Daphnia magna es capaz de acusar 0,005 mg de mercurio en el

agua, y aln menores concentraciones de numerosos pesticidas y residuos industriales

(Paggi & Paggi, s/f). S6lo para el VG1 para clorpirifos, se supera el valor de UTp >1 para

este organismo y para trucha arco iris.

El concepto de UTp ha sido disefiado para evaluar mezclas de plaguicidas y se aplica

como la suma de todos los estresores quimicos presentes para un organismo o nivel

trofico en un cuerpo de agua. Es por ello que para evaluar la toxicidad de cada

compuesto para la vida acuatica en su conjunto se han desarrollado indices como

PRISW-1, el cual se obtiene calculando los TER y aplicando la férmula de ponderacion
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descripta en apartado 3.4. En la Tabla 12 se muestran los resultados del indice de riesgo

aplicado.

Tabla 12. Nivel de resigo ecotoxicoldgico segun indice PRISW-1 para clorpirifos y metil azinfos a
concentraciones fijas.

PRISW-1
Nivel Plaguicida Puntuacion (A*3) + (B*4) + (C*5,5)
fijo
J Clorpirifos Alga Daphnia Trucha arco Valor Nivel de
pg/L verde (A) | magna (B) iris (C) PRISW-1 riesgo
LD 0,014 0 6 2 35 Medio
LC 0,050 1 6 2 38 Medio
VG1 30 4 8 8 88 Muy alto
VG2 0,006 1 4 1 24,5 Medio
VG3 0,002 0 4 1 215 Medio
Metil azinfos Alga Daphnia Trucha arco PRISW-1
Hg/L verde (A) | magna (B) iris (C) (A*3) + (B*4) + (C*5,5)
LD 0,02 0 4 1 215 Medio
LC 0,06 0 4 2 27 Medio
VGl Nd
VG2 0,02 0 4 1 215 Medio
VG3 Nd

Nd: no disponible

Como se observa en la Tabla 12, ninguno de los niveles fijados arroja un riesgo

despreciable, lo cual indica que si se detectara clorpirifos 0 metil azinfos en aguas del rio,

aun en concentraciones iguales al limite de deteccion, las poblaciones de especies

sensibles de algas, invertebrados acuaticos y peces quedarian expuestas a cambios

perceptibles en su riqueza y abundancia.

El nivel que fija la OMS como valor de referencia (30 ppb) para aguas destinadas al

consumo humano con tratamiento, considera que este valor representa el 10% de la IDA

(ingesta diaria admisible) para un adulto de 60 kg que consume 2 L de agua. Sin

embargo, un agua con 30 ppb de clorpirifos resultaria no apta para la proteccion de la

vida acuatica.
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8.Discusiones
8.1.  Plaguicidas

Los resultados de las campafias de muestreo muestran la presencia de clorpirifos en
sedimentos en D20 (canal de drenaje) en el mes de octubre de 2015 en una
concentracion de 23 ppb y en sedimentos de C19 (canal de riego) a nivel de trazas en
diciembre del mismo afio. Ambos sitios pertenecen a la zona agricola de Colonia
Centenario. Por otra parte, los andlisis de las muestras de agua y sedimentos del rio y de
las muestras de agua de los canales de drenaje y de riego de la zona agricola de Colonia
Centenario no detectaron residuos de plaguicidas, a pesar de que los muestreos se
realizaron dentro del periodo de aplicaciéon de los compuestos estudiados (octubre a
marzo), a diferencia de lo comunicado por Boland et al. (2005) y Loewy et al. (2011). Esto
puede atribuirse al reemplazo de los plaguicidas organofosforados por otros principios
activos no investigados en este estudio, al mayor nimero de emprendimientos
productivos que emplean el control integrado de plagas (con la consecuente disminucion
del uso de plaguicidas), al caudal del rio que le confiere capacidad de dilucion y a la
disminucion del area fruticola en esta zona. Por otra parte, se ha prohibido el uso de
determinados plaguicidas lo que ha llevado a que los organofosforados, carbamatos y
piretroides estén siendo reemplazados por otros ingredientes activos menos toxicos para
los mamiferos, mas selectivos y de menor impacto ambiental, como pirinidifen (una
pirimidinamina), pimetrozina (una piridina azometina), analogos de nereistoxina (una
toxina natural del gusano marino Lubriconeris heteropodo), fluacripirim (un
metaxiacrilato), entre otros.

Cabe destacar como ventaja competitiva natural de la region norpatagénica, la baja
cantidad de agroquimicos aplicada para mantener la sanidad vegetal, en comparacion
con otras regiones agricolas del mundo, como por ejemplo el valle del rio Ebro en Espafia
(Herrero-Hernandez et al., 2013) y el delta del rio Mekong en Vietnam (Van Toan et al.,
2013). En estos paises se ha detectado un gran nimero de compuestos fitosanitarios en
muestras de agua superficial y sedimentos, en algunos casos en concentraciones por
encima de los valores guia y con mayores frecuencias de deteccién que las halladas en
este trabajo.

La deteccion de clorpirifos en muestras de sedimentos de canales de la zona agricola

de Colonia Centenario puede ser explicada por su estabilidad hidrolitica (a pH préximo al
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neutro), fotélisis acuosa con una media de 30 dias, baja volatilizacién y tendencia a
acumularse en la fase organica. Las directrices del CCME para la proteccion de la vida
acuatica no fijan un valor para clorpirifos en sedimentos. No obstante ello, clorpirifos es
un plaguicida de amplio espectro de accion, que si se moviliza a la fase acuosa puede
entrar en contacto con los organismos acuaticos para los que es un compuesto altamente
toxico (CEsg Daphnia magna = 0,10 ug/L y CLso Oncorhynchus mykiss = 13 ug/L) y un
potente neurotéxico para mamiferos.

El hallazgo de p,p’-DDE en muestras de sedimentos del rio de la zona Confluencia
puede explicarse a partir de la contaminacion y degradacion de su precursor, el DDT
(diclorodifeniltricloroetano), un plaguicida organoclorado muy estable que se transforma
casi completamente en p,p'-DDE y que fue aplicado en Argentina hasta el afio 1990. El
DDT pudo haber ingresado al ambiente acuatico por deposicion atmosférica, proveniente
de las operaciones de pulverizacion de los cultivos de las chacras proximas. Dada su
baja solubilidad en agua, coeficiente de particion octanol-agua alto (log Kow = 6,36) y
lipofilicidad, la masa de DDT y sus metabolitos que alcanzaron el cuerpo de agua se
unieron preferentemente a los sedimentos. Debido su estabilidad quimica permanecieron
alli adsorbidos, y fueron detectados en el muestreo de este trabajo. La presencia de DDE
en sedimentos es una fuente de exposicién indirecta para la biota y para el ser humano.
La pequefia fraccion disuelta (y toda aquella que se transfiera del lecho de sedimentos a
la columna de agua) puede acumularse en los tejidos adiposos de pequefios organismos,
peces y mamiferos, alcanzando niveles mas altos que en el agua (bioconcentracién) y
ascender por la cadena tréfica a los niveles superiores (biomagnificacién). Algunas de
estas especies son consumidas por el hombre por lo que existe una potencial exposicion
ambiental a estos compuestos. Los efectos bioldégicos adversos del DDT y sus
metabolitos incluyen cambios en su comportamiento y disminucién de la diversidad y
abundancia de invertebrados benténicos, afectando la calidad ambiental del rio en los
sitios donde se detect6 p,p’-DDE. Los efectos directos de la exposicion al DDT y su
metabolito el p, p’-DDE en humanos y cuyos residuos fueran encontrados en el
muestreo, incluyen enfermedades neurolégicas, reproductivas, efectos deletéreos sobre
el desarrollo, cancer, diabetes y obesidad en nifios, etc. En los Ultimos afios,
concentraciones compatibles con las encontradas en la naturaleza se han asociado con
una mayor incidencia de obesidad, higado graso, ovarios poliquisticos e infertilidad
masculina. Por otra parte, estos sustancias organocloradas pueden producir una herencia

epigenética transgeneracional capaz de generar enfermedades y variaciones fenotipicas.
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El efecto involucra las lineas germinales que trasmiten marcas epigenéticas, la cuales
producen enfermedades en los individuos en ausencia de exposicion directa a los toxicos.
Esto significa que la exposicion ambiental de los ancestros puede influenciar el desarrollo
de enfermedades en las sucesivas generaciones sin que medie exposicion directa. La
masa de DDE en sedimentos sera degradada al cabo de afios debido a que se encuentra
prohibida la comercializacion y la aplicacion del DDT.

La evaluacion de riesgo ecotoxicolégico aguda simulada para clorpirifos y metil
azinfos arrojé un nivel de riesgo no despreciable, lo cual indica que si se detectaran en
alguna muestra de agua del rio, ain en concentraciones iguales al limite de deteccién,
las poblaciones de especies de algas, invertebrados acuaticos y peces sufririan cambios
perceptibles en su riqueza y abundancia. Aqui radica el valor de los indices de riesgo: las
sustancias toéxicas pueden ser detectadas en concentraciones muy bajas, satisfaciendo
normas y directrices de calidad ambiental y proteccién de la salud, pero la consideraciéon
conjunta de su concentracion con la toxicidad hacia especies del ecosistema y la
consideracion simultdnea de todos los compuestos hallados no necesariamente implican
ausencia de riesgo. Por este motivo, el manejo de la cuenca del rio deberia considerar la
informacion generada por los indices de riesgo y no solamente constatar el cumplimiento
de los valores guia individuales. En paises donde el numero, frecuencia y dosis de
plaguicidas de uso agricola son mayores y los rios son poco caudalosos, el impacto de
los agroguimicos es marcado, y se observa un incremento en el uso de indices de
toxicidad en los programas de gestion de calidad ambiental y estrategias de manejo de

los recursos hidricos.

8.2. Hidrocarburos

Los hidrocarburos hallados en este estudio fueron compuestos alifaticos resueltos.
Mediante la aplicacién de los indices de referencia, se determind que en todos los casos
los hidrocarburos son de origen bioldgico reciente, particularmente de plantas terrestres,
aln en las zonas préximas a la urbanizacion y a las areas de extraccién de petréleo y
gas.

Tomando el valor guia de 10 ug/g de ps de AHs en sedimentos establecido por UNEP
(1992), los puntos R3 (Vista Alegre) y R4 (Villa Manzano) presentan contaminacion por

materia organica. Las cadenas hidrocarbonadas de mayor contribucion a la fraccion
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alifatica en ambos sitios son n-C27 y n-C29. Tanto R3 como R4 pertenecen a la zona
agricola-rural, por lo que es esperable encontrar mayores valores de concentracion de
hidrocarburos biogénicos terrigenos, aunque seria necesario estudiar si existe correlacion
entre la materia organica de estos sitios y el aumento de la concentracién de
hidrocarburos alifaticos. Ademds, se deberia estudiar la influencia de los factores
abioticos (principalmente fertilizantes a base de nitritos, nitratos y fosfatos, descargas de
aguas residuales, etc.) ya que éstos determinan, en gran medida, los componentes
biéticos del ecosistema. Por otra parte la menor velocidad de la corriente del rio
favoreceria la abundancia de la vegetacion acuatica.

En los embalses Mari Menuco y Los Barreales sélo se detectaron cadenas impares
de alta masa molecular de origen biogénico y en niveles muy bajos que no suponen
contaminacion (2AHs resueltos <0,25 pg/g ps).

Los andlisis de las muestras de agua y de sedimentos aguas arriba de los sitios de
captacion del rio para consumo humano (R1 - toma EPAS Neuquén y R10 - toma Afielo)
arrojan buenos resultados: en R10 no se detectaron los compuestos objeto de estudio y
en R1 s6lo AHs biogénicos por debajo del valor guia. La concentracion detectada en este
punto (2,28 ug/g ps) puede ser tomada como valor de base para la zona de Confluencia.

El rango de concentraciones de AHs resueltos, los hidrocarburos mayoritarios, el ICP
y el indice de Predominancia Par-Impar obtenidos en este trabajo son similares a los
reportados por Monza et al. (2013). Sin embargo, en su estudio se encontr6 MCNR en los
puntos de descarga de canales de la zona agricola, en el rango de 12,28-70,91 ug/g ps.
En la zona de explotacion de yacimientos petroleros, los AHs en sedimentos del rio
fueron identificados como de origen mixto (petrogénicos y biogénicos). Por otra parte, los
AHs hallados en el embalse Los Barreales en el mismo estudio fueron clasificados como
petrogénicos (BPM/APM >1 y el HM fue n-C20), a diferencia de lo encontrado en el
presente trabajo. Sin embargo, ambos estudios coinciden en que las concentraciones de
AHs resueltos totales son muy bajas, lo cual indica que no ha ocurrido contaminacion de
este origen en el sector analizado. De hecho, no se observaron variaciones en las
concentraciones totales de AHs entre los dos estudios.

En la zona urbana cercana a la confluencia con el rio Limay, el origen de los AHs fue
clasificado por Monza et al. (2013) como antropogénico, presentando una contribucion
significativa de MCNR (24,81- 81,37 ug/g ps) y se encontraron naftaleno (40 ng/g ps) y
pireno (50 ng/g ps). Por el contrario, en este trabajo de tesis no fueron detectados

hidrocarburos poliaromaticos.
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Los niveles de hidrocarburos detectados en los sedimentos del area de estudio en
este trabajo pueden ser considerados como antecedentes para analisis comparativo de
estudios futuros. Seria deseable incrementar los puntos de muestreo para aumentar la
certeza de los niveles propuestos para cada sector de la baja cuenca del rio Neuquén.

En la siguiente figura se muestran los valores de base para cada zona.
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Imagen: Google Earth.

A modo de comparacion con otras regiones de Argentina, un estudio sobre el origen y
fuentes probables de hidrocarburos en sedimentos superficiales de la costa patagénica
detectd PAHs en un rango entre ND-737,6 ug/g ps y AHs entre ND-1.304,7 pg/g ps,
ambos asociados a aportes recientes de petrdleo crudo (Commendatore et al., 2000),
siendo el Golfo San Jorge (provincia de Chubut) la zona mas afectada. En el rio Chubut
en cercanias al puerto, se detectaron AHs de origen antropogénico en sedimentos en una
concentracion de 460 ug/g ps, asociado a actividades portuarias mientras que en los
sitios de muestreo aguas arriba se hallaron AHs biogénicos en concentraciones entre
0,07 y 0,96 pg/g ps (Commendatore & Esteves, 2004).
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9.Conclusiones y recomendaciones

En base a lo expuesto en este trabajo, se puede concluir que la calidad quimica del
agua del curso inferior del rio Neuquén no se ha visto alterada por la presencia de
plaguicidas e hidrocarburos en los sitios estudiados. El agua es apta para consumo
humano con tratamiento convencional y es capaz de sostener la vida acuética y terrestre.

El escaso numero de detecciones de plaguicidas puede atribuirse a la utilizacion de
nuevos compuestos de menor persistencia en el ambiente y al efecto de dilucién del
caudal del rio Neuquén atenuando, de esta forma, los efectos téxicos sobre la biota.

La presencia de p,p’-DDE debe vincularse a su alta estabilidad quimica, ya que desde
1990 estan prohibidas la comercializacion y la aplicacién de su precursor, el DDT. Esta
disposicion legal evita que aumenten los niveles de DDT y DDE en el ambiente,
favoreciendo la degradacion de la masa remanente al cabo de afos, hasta alcanzar
concentraciones inferiores al valor guia establecido en las directrices de calidad que
protegen la vida acuatica y la salud humana.

Los indices de evaluacion de riesgo ecotoxicoldgico son una herramienta para la
evaluacion y manejo del recurso hidrico, ya que resumen mucha informaciéon a un valor
numerico, el cual es asociado a una determinada escala o rango de valores de nivel de
riesgo. La valoracion del riesgo ecotoxicolégico puede ser entendida como la
confrontacion entre la naturaleza téxica de las sustancias para la biota con las
concentraciones esperadas o medidas en las matrices ambientales. Se podria incorporar
a los estudios locales de la cuenca del rio un indice de riesgo ajustado a las condiciones
de borde y para distintas familias de compuestos. Asimismo se recomienda realizar una
revision del desarrollo de los valores guia para la proteccion de la vida acuatica respecto
a plaguicidas e hidrocarburos.

Los métodos analiticos empleados en el monitoreo ambiental deben dar una
respuesta rapida y confiable y ser capaces de llevar a cabo un analisis multi-residuo, para
la deteccidn temprana de la contaminacién, en un escenario de multiples contaminantes.
En este sentido, la extraccion de carbamatos y organofosforados de suelo y sedimentos
asistida por ultrasonido en pequefias columnas ha demostrado ser, desde los puntos de
vista de calidad analitica y proteccion ambiental, un método valido para ser incorporado
en los laboratorios de analisis ambiental, lo cual permite el procesamiento de un mayor
nimero de muestras en simultaneo, en corto tiempo, con buena exactitud y precision y

limites aceptables de deteccion y cuantificacion. Seria importante continuar el desarrollo
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de métodos de extraccion de contaminantes organicos mas amigables con el ambiente
como EAUMC, que consume sensiblemente menos solvente, energia y agua.

Finalmente, la presencia de plaguicidas e hidrocarburos antropogénicos en agua
superficial depende de una multiplicidad de factores, como sus propiedades
fisicoquimicas, practicas agricolas, condiciones ambientales, gestién de residuos y
efluentes urbanos e industriales y caracteristicas hidrolégicas del curso receptor. Se debe
mantener la vigilancia de la cuenca del rio estableciendo campafias de muestreos,
planificando el desarrollo territorial y verificando el cumplimiento de la normativa
ambiental.
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11. Anexos

11.1.
validacion de EAUMC.

Curvas de estandares para calibracion de la
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Triazofos
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11.2.

Determinaciones fisicoquimicas del agua

. oD Temperatura | Conductividad

Sitio pH agua (Mma/L) (°C) (uSicm)
Primera campafa — Noviembre 2014

R11 8,23 6,21 16,4 122,07

R3 8,74 9,25 25,2 251

R4 9,09 11,09 20,9 250

R6 8,9 10,83 23,2 282,83

RS 8,43 9,58 20,4 170,88

R9 8,68 8,47 20,2 136
R18 8,61 6,20 16,4 -

Segunda camparfia — Octubre 2015

R3 7,68 13,6 12,4 292
C19 7,90 9,7 13,5 294
D20 6,90 10,1 14,5 963
D21 7,03 10,9 15,8 277

R2 7,67 11,8 15,9 290

Tercera campafa — Diciembre 2015

R3 7,84 9,2 20,4 239
C19 8,05 10,3 22,0 244
D23 7,72 11 18,6 271
D21 7,40 10 20,0 253
D22 7,61 10,6 20,5 253

R2 7,32 9,3 21,0 276

Cuarta campafa — Marzo 2016

R1 7,04 - 21,0 310
R24 7,13 - 21,2 340
R25 8,13 - 21,2 320
R26 8,30 - 22,7 320
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