. o
@
UNIVERSIDAD
C U R E DE LA REPUBLICA
Centro Universitario URUGUAY PEDECIBA
Regional del Este MEC-UDELAR

Universidad de la Republica

Evaluacidn de riesgo a plaguicidas en la cuenca del Arroyo
Maldonado y potencial exposicion de organismos
macrobentdnicos

Estudiante: Javier Fernandez Afonso

Orientador: Dr. Javier,Garcia Alonso
Co-orientador: Dr. Angel Segura

Tribunal:

Dr. Pablo Muniz. Dra. Luciana Griffero. Dra. Gissell Lacerot.

2025

Tesis de Maestria en Ciencias Biologicas



Resumen

Las cuencas hidrogréaficas deben ser gestionadas de forma integral, considerando sus
aspectos fisicos, bioldgicos, quimicos y sociales, compatibiizando los servicios
ecosistémicos con la conservacion. Es esencial para una correcta gestion, el monitorear
el uso de agroquimicos, su liberacion al ambiente y sus impactos sobre la biota.

Aunque los agroquimicos en agua pueden estar en concentraciones bajas, los sedimentos
acumulan estos compuestos a largo plazo, ofreciendo un registro histérico que permite
evaluar el riesgo ecoldgico a largo plazo.

Asociado a los sedimentos, las comunidades macrobentonicas, son ideales biomonitores
y bioindicadores de contaminacion en todos los niveles de organizacion biol6gica. Dicha
comunidad varia a lo largo de la cuenca, desde las nacientes hasta su desembocadura. La
cuenca del Arroyo Maldonado, presenta un ecosistema estuarino en zona baja y fuerte
presion urbana en su zona media.

Esta tesis se divide en dos capitulos, en el primero se realizaron validaciones para dos
métodos de extraccion de agroquimicos: SPE (extraccion en fase sélida) para agua y
QUEChERS (Quick, Easy, Cheap, Effective, Rough and Safe) para sedimentos. Los
compuestos se identificaron y cuantificaron mediante cromatografia liquida acoplada a
espectrometria de masas en tandem (HPLC-MSMS). Posteriormente, en el segundo
capitulo, se realizaron muestreos en los afios 2019 y 2020 en 19 puntos representativos
de toda la cuenca, colectando agua y sedimento para cuantificar agroquimicos, analizando
en paralelo las comunidades macrobentonicas y evaluando el riesgo.

Se validaron 28 de 59 agroquimicos seleccionados por su uso regular en nuestro pais para
extraer mediante QUEChERS en sedimentos, pero no se pudo validar el método para agua

con SPE. Se pudo identificar la importancia de ciertas propiedades de los plaguicidas en



el resultado de la validacion, siendo la masa molecular y el coeficiente octanol/agua las
mas relevantes en ese sentido.

En los sedimentos de la cuenca, se detectaron 9 agroquimicos, siendo el fungicida
Azoxistrobin el méas frecuente. En agua se identificaron 3 compuestos siendo el herbicida
2.4 D el que mas veces se identifico. En cuanto a las variaciones temporales, las muestras
de invierno mostraron més plaguicidas que las de primavera y verano, siendo una cafiada
urbana lindera a una escuela de la ciudad de San Carlos la que present6 la mayor cantidad
de plaguicidas (n = 8). En 4 de los 19 sitios de muestreo hubo riesgo medio o alto para
los organismos acuéticos, estando 3 de ellos ubicados en zona media de la cuenca. Se
pudo identificar la importancia de algunas variables como oxigeno disuelto, temperatura
y conductividad en la presencia o asuencia de plaguicidas en ambas matrices.

Los agroquimicos se acumulan diferencialmente a lo largo de la cuenca, afectando
diversos organismos segun el area. En zona baja el Piraclostrobin est4 en contacto con
Poliguetos, en zona media se detectaron en sedimento 6 plaguicidas asociados a los
Ordenes Haplotaxida y Anfipoda, y en zona alta se vieron 2 agroquimicos asociados a los
Ordenes Anfipoda y Veneroida. Los Ordenes Anfipoda y Haplotaxida se visualizan como
potenciales bioindicadores de la contaminacion por plaguicidas. La co-ocurrencia de
agroquimicos con determinados taxa de la comunidad macrobentonica, permite a futuros
estudios, disefiar monitoreos y estudios de impacto a largo plazo para la cuenca del

Arroyo Maldonado.
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Abstract

Watersheds must be managed holistically, considering their physical, biological,
chemical, and social aspects, balancing ecosystem services with conservation.
Monitoring the use of agrochemicals, their release into the environment, and their impacts
on biota is essential for proper management.

Although agrochemicals in water may be present at low concentrations, sediments
accumulate these compounds over the long term, providing a historical record that allows
for long-term ecological risk assessment.

Associated with sediments, macrobenthic communities are ideal biomonitors and
bioindicators of pollution at all levels of biological organization. This community varies
throughout the watershed, from the headwaters to the mouth. The Maldonado Creek
watershed presents an estuarine ecosystem in the lower reaches and strong urban pressure
in its middle reaches. This thesis is divided into two chapters. In the first, validations were
performed for two agrochemical extraction methods: SPE (solid-phase extraction) for
water and QUEChERS (Quick, Easy, Cheap, Effective, Rough and Safe) for sediments.
The compounds were identified and quantified using liquid chromatography coupled with
tandem mass spectrometry (HPLC-MSMS). Subsequently, in the second chapter,
sampling was carried out in 2019 and 2020 at 19 representative points throughout the
basin, collecting water and sediment to quantify agrochemicals, analyzing macrobenthic
communities in parallel, and assessing risk.

Twenty-eight of 59 agrochemicals selected for their regular use in our country were
validated for extraction using QUEChERS in sediments, but the method could not be
validated for water using SPE. The importance of certain pesticide properties in the
validation results was identified, with molecular mass and octanol/water ratio being the

most relevant.



In the watershed sediments, 9 agrochemicals were detected, with the fungicide
Azoxystrobin being the most frequent. Three compounds were identified in water, with
the herbicide 2.4 D being the most frequently identified. Regarding temporal variations,
winter samples showed more pesticides than spring and summer samples, with an urban
stream adjacent to a school in the city of San Carlos presenting the highest amount of
pesticides (n = 8). Four of the 19 sampling sites presented a medium or high risk to aquatic
organisms, three of which were located in the middle of the watershed. The importance
of some variables such as dissolved oxygen, temperature and conductivity in the presence
or absence of pesticides in both matrices was identified.

Agrochemicals accumulate differentially throughout the watershed, affecting diverse
organisms depending on the area. In the lower reaches, Pyraclostrobin is in contact with
Polychaetes; in the middle reaches, six pesticides associated with the orders Haplotaxida
and Amphipoda were detected in the sediment; and in the upper reaches, two
agrochemicals associated with the orders Amphipoda and Veneroida were observed. The
orders Amphipoda and Haplotaxida are seen as potential bioindicators of pesticide
contamination. The co-occurrence of agrochemicals with certain taxa of the macrobenthic
community allows for future studies, the design of monitoring and long-term impact

studies for the Maldonado Stream watershed.
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Introduccion general

Con el objetivo de aumentar la productividad de los cultivos desde la “revolucion” verde
hasta la fecha, se ha incrementado sistematicamente el uso de plaguicidas, lo que propicid
la aparicion de afectaciones al suelo, a la produccion agricola y a la salud ambiental
(Ogura et al., 2021). A nivel mundial, el uso de plaguicidas superd los 4 millones de
toneladas, con los herbicidas liderando las ventas, seguidos por insecticidas y fungicidas
(McDougall, 2022).

El término plaguicida comprende todos los productos quimicos utilizados para destruir,
prevenir, o controlar factores bidticos cominmente categorizados como “plagas” (FAO,
1997). La palabra agroquimico refiere a plaguicidas utilizados principalmente en la
produccién agropecuaria. En esta tesis se manejan los términos plaguicidas y
agroguimicos como sindnimos. Los agroquimicos se pueden clasificar de muchas formas,
como por ejemplo en compuestos naturales o sintéticos, o segun la “plaga” a la que atacan
como pueden ser sustancias que impiden o retrasan el desarrollo de los hongos
(fungicidas), que combatan hierbas consideradas en la produccién como no deseables
(herbicidas), que controlan o eliminan a los insectos (insecticidas), controlan a los acaros
(acaricidas), etc. Otra forma comun de clasificarlos es en base a su composicion quimica
donde se encuentran los oOrganos fosforados, los drganos clorados, carbamatos,
piretroides, amidas, ureas, etc. También en base a su persistencia en el ambiente donde
se encuentran los no persistentes, moderadamente persistentes, persistentes y
permanentes, incluso recalcitrantes (Muller et al., 2007). La persistencia del plaguicida,
es una medida en términos de vida-media, y esta influenciada por el nivel recalcitrante
del compuesto, por procesos bidticos como la biodegradacion microbiana y los procesos

abidticos como adsorcidn, hidrolisis, fotolisis y oxidacion (Muller et al., 2007).
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Los agroquimicos se han identificado como uno de los principales contaminantes de agua
dulce a nivel mundial, alterando las comunidades que habitan dichos ecosistemas
(Gunawardhana et al., 2016), disminuyendo la biodiversidad (Feng Wan et al., 2025) y
afectando la salud humana (Panis et al., 2022). Llegan a los cauces de agua debido al uso
directo en la agricultura y la escorrentia, pero también por otros motivos asociados, el
lavado de los equipos utilizados en su aplicacion, el inadecuado depdsito final de los
empaques, el procesamiento de los vegetales fumigados, empleo doméstico y
fumigaciones en zonas urbanas (Babu et al., 2011). La escorrentia superficial,
influenciada por las precipitaciones, es uno de los principales procesos de llegada a los
cuerpos de agua de contaminantes por fuentes difusas (Jergentz et al., 2005), aunque otros
procesos estan en juego como infiltracion y erosién de los suelos en lugares donde se han
aplicado agroquimicos (Ongley, 1996). Las lluvias juegan un rol fundamental, tal es asi
que se ha registrado que la concentracion de herbicidas aumentan en un curso de agua
después de los eventos de lluvia produciendo efectos nocivos incluso a muy bajas
concentraciones (Harman, 1996). A su vez, los agroquimicos pueden movilizarse por
transporte atmosférico y llegar a acumularse en cuerpos de agua muy distantes de donde
fueron aplicados (Gongalves dos Santos et al., 2009) por lo que la liberacion del
compuesto a la atmdsfera es una forma de transporte y propagacion del plaguicida,
generando un efecto en otros organismos distintos a su proposito (Hayo, 1996). Se
detectd que el 80% de las muestras de agua de lluvia de zonas urbanas de la pampa
argentina tenia concentraciones detectables de Glifosato y Atrazina, y en 34% acido
aminometilfosfonico (AMPA) (Alonso et al., 2018). También desde fuentes como
vertederos o basurales, el proceso de lixiviacion genera un riesgo de exposicion a

plaguicidas en especies no objetivo, tanto en los ecosistemas terrestres como acuaticos,
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con pérdida de la biodiversidad, afectacion en la formacion y composicion del suelo y el

suministro de agua potable (Vasilachi et al., 2020).

La liberacidn de estas sustancias no es constante en el tiempo, ya que su uso es en muchos
casos es estacional y la llegada a las fuentes de agua esta determinada por condiciones
climéticas y tipos de suelo (Acosta, 2013). Una vez emitido al ambiente (aire, agua, suelo
y biota) el agroquimico tiene una dinamica y un destino propio, determinados no solo por
sus propiedades fisicas y quimicas sino también por las caracteristicas del medio con el
que interactGa (Agnihotri et al., 1994), que también define los posibles destinos y efectos
sobre la biota. La compartimentacion ambiental entonces depende de las caracteristicas
del ambiente y de las propiedades del agroquimico como ser coeficiente de absorcién del
suelo (Koc), solubilidad, constante de Henry (H), coeficiente de particion octanol/agua
(Kow) entre otras (Ogbeide et al., 2018). El tamafio molecular del quimico también
influye en la adsorcion, en la solubilidad en agua y en la disposicién de las moléculas
organicas adsorbidas, especialmente por efectos estéricos (Olave, 2019). Estos
parametros son bien conocidos en el caso de los plaguicidas y se utilizan para prever su
evolucion ambiental (Covaci, 2014). Sin embargo, el transporte, acumulacion y toxicidad
dependen en gran medida de la formulacién comercial ya que se le adicionan sustancias
que pueden aumentar el transporte y la toxicidad del compuesto activo (Peillex y Pelletier,

2020).

Todos los agroquimicos con actividad biocida, fueron creados para interferir con los
sistemas biologicos y carecen de selectividad real, afectan simultaneamente, y en mayor
o menor grado, tanto a la “especie blanco” como a otras categorias de seres vivos, por lo

que se pueden observar diferentes efectos concatenados a distintos niveles de
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organizacion bioldgica (Hayo, 1996; Newman, 2019). Una muy pequefia proporcién del
agroquimico aplicado alcanza el organismo objetivo y un alto porcentaje se deriva sobre
el suelo, agua y sedimentos, afectando a otros organismos (Ortiz et al., 2011; Climent et
al., 2019).

En los ecosistemas acuéticos, las especies bentdnicas son organismos que viven en su
totalidad o en parte de su ciclo, en los sustratos del fondo, y debido a su baja dispersion,
su posicion en la interfase sedimento-agua y sus habitos troficos son especialmente
adecuadas como indicadores de estrés ambiental (Sauco et al., 2010; Sumudumali y
Jayawardana, 2021), y centinelas en la determinacion de la salud de los ecosistemas
acuaticos (Muniz et al., 2013).

El destino ambiental es clave para determinar qué comunidad bioldgica presenta riesgo
por exposicion (Ernst et al., 2018), por lo que para predecir la salud y resiliencia de los
ecosistemas acuaticos, es necesario comprender los efectos indirectos de los
agroquimicos, sobre las especies no objetivo (Narayanan et al., 2024). Con dichos fines
se han desarrollado diversas herramientas como las Evaluaciones de Riesgo
Ecotoxicoldgico (Maertens et al., 2022), éstas evallan la probabilidad de que un
determinado contaminante genere efectos ecold6gicamente adversos. Existen varias
metodologias, como la del cociente de riesgo que compara las concentraciones
ambientales y sus efectos ecotoxicoldgicos en especies centinela (Mac Loughlin et al.,
2022) o la evaluacion probabilistica del riesgo que considera la variabilidad en la
sensibilidad de las diferentes especies a un mismo contaminante para realizar una

distribucion de la sensibilidad de las especies (Bertrand y Iturburu, 2023).

El desarrollo de nuevas técnicas analiticas y/o métodos de extraccion han permitido la

evaluacion simultanea de gran cantidad de agroquimicos en suelos y otras matrices en
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concentraciones muy bajas, buscando reducir volimenes de solventes y generar técnicas
mas sustentables (Kim et al., 2019). Algunos de los métodos mas utilizados de extraccion
de agroquimicos en agua son la extraccion liquido-liquido como el método de Luke o el
de Swekt, extraccion liquido-liquido asistido por membrana y extraccion en fase sélida
(SPE) (Rodriguez-Mozaz et al., 2007), mientras que para sedimento podemos mencionar
extraccion solido liquido Soxhlet, QUEChERS (Quick, Easy, Cheap, Effective, Rough

and Safe) entre otros (Olave, 2019).

En Uruguay se utilizan plaguicidas desde el siglo pasado, pero en las ultimas décadas se
ha incrementado su uso en forma exponencial principalmente debido al aumento de los
cultivos transgénicos de soja, lo que conlleva la adopcion de un paquete tecnoldgico
caracterizado principalmente por la siembra directa, el uso de cultivares transgénicos y la
utilizacion de plaguicidas (Soutullo, 2013). EI nimero de agroquimicos registrados de
uso agricola y veterinario creci6 significativamente en nuestro pais, siendo mas de 1100
para uso agricola y mas de 200 compuestos para uso veterinario (DGSA, 2023). De los
plaguicidas registrados, 81 tienen ingredientes considerados altamente peligrosos, de los
cuales 41 estan prohibidos por la Unién Europea (Palladino et al., 2023).

En Uruguay, las intoxicaciones agudas por plaguicidas han sido reconocidas como un
problema de salud publica (Taran et al., 2018). En 2020 se importaron mas de 25 millones
de ingredientes activos de agroquimicos, siendo los herbicidas y luego los insecticidas
los principales agroquimicos comercializados (DGSA, 2023), por lo que es fundamental
realizar estudios de agroquimicos a nivel de cuencas hidrograficas (DINAMA, 2020).
La cuenca del Arroyo Maldonado esta situada en la region Sud Este de nuestro pais, presenta
una extension de 1486 km?, pasando por los principales centros poblados del departamento.

Presenta dos &reas declaradas por Decreto N° 3931/2015 como eco parque, Yy brinda servicios
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ecosistémicos fundamentales para la poblacidn, entre las que se destaca el turismo. A pesar
de su importancia nunca se ha realizado un monitoreo ambiental que abarque toda la cuenca
y no hay datos sobre plaguicidas que puedan estar llegando a sus cauces de agua en ninguna

zona de la cuenca.

Objetivo general:

Identificar agrogquimicos presentes en la cuenca del Arroyo Maldonado en agua y
sedimento, y determinar que organismos de las comunidades macrobentonicas locales
podrian potencialmente usarse como bioindicadores de la contaminacion con dichos

quimicos.
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Capitulo 1 Validacion de métodos de extraccion para la determinacion de

agroquimicos en muestras ambientales de la cuenca del arroyo Maldonado

Introduccion

El andlisis de agroguimicos en distintas matrices del ambiente consiste en detectar y
cuantificar el quimico a concentraciones traza, es decir en el orden de partes por millén o
menor. Esto conlleva varias etapas como son la toma de muestras, transporte,
almacenamiento, extraccion, purificacion y determinacién. Para cumplir esos objetivos
los procedimientos estan en continua evolucién para mejorar la determinacion de
compuestos en matrices ambientales (Kock, 2014).

Una vez colectada la muestra de manera homogénea y representativa se procede a extraer
los analitos de interés. La extraccion es la primera etapa, el objetivo de esta parte del
método es separar el analito de la matriz de la forma mas completa posible, buscando
evitar la presencia de interferencias. Por tanto, hay que evaluar no sélo la naturaleza del
analito sino también de la matriz, para que esta etapa sea lo mas eficiente posible.

Las cuencas hidrograficas presentan propiedades fisico quimicas particulares y un
aumento de las concentraciones de sales hacia la desembocadura cuando confluyen en el
Oceano debido a la entrada de agua marina generando un sistema estuarino. Los
sedimentos de las cuencas varian segun la geologia de la zona, presentando variaciones
por ejemplo en el tamafio del grano y porcentaje de materia organica, lo que puede alterar
los procesos de extraccion. Por ello es necesario validar la extraccion de agroquimicos
con matrices que reflejen las caracteristicas tipicas de la cuenca, evaluar el efecto de la
matriz en estudio sobre los contaminantes y poder cuantificar los quimicos identificados.
La técnica de extraccion usada para sedimento en esta tesis fue el QUEChERS, mientras

que, para la extraccion de agroquimicos en agua, se utilizo la extraccién en fase solida
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(SPE). Es de relevancia este estudio ya que no existen antecedentes en matrices
ambientales de cuencas costeras del Uruguay. Ambas matrices se analizaron por
cromatografia liquida con masas en tdndem ya que esta técnica analitica para

agroquimicos organicos es actualmente la mas recomendada (Collins et al., 2006).

Extraccion de agroquimicos organicos en sedimento

Las técnicas convencionales, de extraccion de agroquimicos en sedimento, por ejemplo,
Soxhlet, requieren grandes volumenes de solventes y procesos de limpieza de extracto
que consumen mucho tiempo (Cassoli et al., 2019).

El método QUEChERS se introdujo como un método verde, facil de usar y que satisface
las necesidades cambiantes de analisis multiresiduos derivados de la introduccion de
agroquimicos relativamente polares, cuya recuperacion era relativamente pobre con otros
métodos previamente desarrollados (Bruzzoniti et al., 2014). Se ha utilizado en
innumerables aplicaciones sobre suelos, sedimentos y lodos, por ser uno de los méas
convenientes debido a los altos rendimientos de extraccion que se logran (Tsiantas et al.,
2023). QUEChERS fue desarrollado originalmente por Anastassiades et al (2003), y
posteriormente validado para la recuperacion de méas de 200 residuos de agroquimicos en
frutas y verduras (Bruzzoniti et al., 2014). El método consta de dos etapas: extraccion con
solvente y sales (salting-out), y un paso de limpieza (clean-up). La etapa de extraccion en
el método original utiliza como solvente el acetonitrilo (ACN) y una mezcla de sales,
cloruro de sodio (NaCl) y sulfato de magnesio anhidro (MgSOs4, alimina), y una segunda
etapa de clean-up, mediante dispersion en fase solida (dSPE) que permite la eliminacion
de restos de agua presente en la muestra y una limpieza para reducir ciertos co-
extractivos. El salting-out utilizando grandes cantidades de sales, tales como Sulfato de
sodio (Na2S0a4), cloruro de sodio (NaCl) y sulfato de magnesio (MgSOa) se realiza para

que las sales compitan con los analitos de interés por la solvatacion con el agua,
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disminuyendo su afinidad por la fase acuosa y migrando hacia la fase organica ((Kim et
al., 2019). Esto facilita la particion de los agroquimicos en la capa orgénica lo cual mejora
las recuperaciones. La reaccion de hidratacion del sulfato de magnesio es exotérmica,
aumenta la temperatura del medio (aprox. 40-45 °C), aumentando la eficiencia en la
extraccion de agroquimicos apolares (Kim et al., 2019). El cloruro de sodio por su parte,
mejora la recuperacién de compuestos polares al ayudar al movimiento del solvente
organico hacia la capa organica ademas de reducir la cantidad de coextractivos en el
extracto debido al efecto “salting out” (Kim et al., 2019). Del método original se han
realizado innumerables modificaciones como cambios en volimenes de agua agregada,
para mejorar la extraccion, o de matriz para mejorar la recuperacién, usos de otros
solventes como acetato de etilo en vez de ACN, utilizacion de instrumentos como
sonicador, etc. También hay variantes con buffers de citrato y acetato para la extraccion
de agroquimicos sensibles al pH de la matriz (Anastassiades et al, 2007). En el método
de QUECHhERS citrato se utiliza un tamp6n de citrato con la adicion de 1 g de citrato
trisddico dihidrato y 0,5 g de hidrogenocitrato sesquihidrato de sodio ademas de las sales
antes mencionadas. En el método QUEChERS acetato se utiliza un tampdn de acetato con
la adicion de ACN acidificado con éacido acético y 1,5 g de acetato de sodio (en vez del
cloruro de sodio) junto al sulfato de magnesio (Pereira, 2019).

Las muestras basadas en ACN preparadas utilizando el método QUEChERS se pueden
inyectar simultaneamente tanto en cromatografo de gases (GC) como en el de liquidos
(LC) y dado que el ACN es miscible con agua puede penetrar matrices a base de agua
para la extraccion de los analitos de interés (Kim et al., 2019).

Aunqgue hay infinidad de estudios que evallian el método QUEChERS, aun existe la
necesidad de optimizar metodologias para sedimentos considerando las capacidades

propias de cada agroquimico (Cassoli et al., 2019), evaluar el efecto de matriz en cada
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caso particular, y poder asi cuantificar con precision los quimicos buscados. Al emplearse
esta metodologia de extraccion multiresiduos en matrices para la cuales no existen normas
estandarizadas, surgen variaciones analiticas en cuanto a cantidad de muestra empleada,
asi como su pretratamiento, al solvente o mezcla de solventes que se usa, las relaciones

solido/solvente, y al tipo de sales que se emplean (Masié et al., 2015).

Extraccion de agroquimicos organicos en agua

La extraccion en fase sélida es un proceso en el cual cantidades trazas de un compuesto
son separadas, retenidas y concentradas a partir de un volumen pre establecido de liquido
(Kock, 2014). Se hace un pasaje del analito desde la fase liquida a un absorbente sélido
que generalmente se encuentra en un cartucho, luego el compuesto de interés es eluido
del adsorbente para su posterior cuantificacion.

Existen diversos tipos de cartuchos. Los de materiales poliméricos, mostraron los mejores
resultados para la extraccién de plaguicidas 6rgano fosforados polares. En general la
calidad de la recuperacion de los agroquimicos con un material u otro tiene cierta
correlacion con el coeficiente octanol agua (Kow) de cada quimico (Geis y Gebert, 2006).
Carabias-Martinez et al (2004) compararon la eficiencia de 3 cartuchos de extraccion con
diferente fase solida para la determinacion simultanea de 10 sulfonil y fenilureas y un
producto de transformacion (3-cloro-4-metil-fenilurea), las muestras fueron concentradas
1000 veces utilizando cartuchos de C-18, OASIS HLB y Lichrolut EN, obteniendo
mejores resultados con los OASIS HLB. También para la determinacion simultanea de
30 triazinas, fenilureas y herbicidas tipo cloroacetanilidas en agua dulce y de estuarios se
desarroll6 un método que pre-concentra las muestras en cartuchos OASIS HLB con
recuperaciones entre 73 a 122 % (Mazzella et al., 2009). Por otro lado, se evaluo la
eficiencia de C-18, OASIS HLB y Cleanert HXN (cartucho polimeérico de poliestireno y

divinilbenceno) para el andlisis de 10 sulfonilureas y las tasas de recuperacion fueron
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mayores para los cartuchos HLB, en el entorno 77 hasta 109 % (Ouyang et al., 2009). Los
cartuchos OASIS HLB estdn preparados en base a un adsorbente de fase inversa
polimérica universal y han demostrado ser eficientes para extraer del agua cientos de
agroquimicos de diferentes propiedades fisicoquimicas (Ouyang et al., 2009), de aguas
neutras, acidas o basicas, lo que lo hace adecuado para un monitoreo donde se pretendan
buscar muchos analitos a la vez (Lacorte et al., 2000) en cuencas donde varian mucho las
propiedades fisicoquimicas del agua.

El proceso de extraccion en fase solida se realiza en cuatro etapas. En la primera, la fase
estacionaria, debe acondicionarse el cartucho con un solvente para activarlo y mejorar la
reproducibilidad de la retencion de los analitos, asi como para eliminar las posibles
impurezas que pueda contener. Posteriormente se realiza el pasaje de la muestra a través
del cartucho con el objetivo de retener al maximo los analitos. A continuacion, se realiza
una etapa de limpieza con el fin de eliminar los componentes de la matriz que pudieran
interferir en la determinacion. Finalmente se realiza la elucién del analito para su posterior

analisis.

Deteccidn y cuantificacion de agroquimicos

El andlisis de agroquimicos se ha convertido en un gran desafio debido a que existen
infinidad de compuestos, sumado a los bajos niveles de concentracion y acumulacion en
las diferentes matrices abioticas y bioticas.

Como consecuencia de las caracteristicas particulares de los plaguicidas y la necesidad
de contar con métodos cada vez mas precisos, especificos, exactos, rapidos y robustos, se
desarrollaron las técnicas cromatograficas que resultan adecuadas para este tipo de
determinaciones cualitativas y/o cuantitativas, siendo la cromatografia de alta eficiencia
acoplada a espectrometria de masas una de las técnicas mas empleadas en la

determinacion de contaminantes organicos (Collins et al., 2006).
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Se han creado métodos para determinar estos compuestos utilizando técnicas como la
cromatografia de gases (GC) y la cromatografia liquida (LC) acopladas a diversos
detectores. Uno de los mas utilizados es la espectrometria de masas (MS) y la
espectrometria de masas en tindem (MS/MS), que nos permiten medir compuestos en el
orden de ng. mL o incluso pg. mL y diferenciar moléculas con diferentes masas y patrones
de fragmentacién (Alder et al., 2006). La eleccién entre cromatografia gaseosa (CG) o
liquida depende de las caracteristicas fisicoquimicas de los plaguicidas a buscar.

Mediante la cromatografia de gases (GC), la muestra es vaporizada y transportada por la
fase mavil gaseosa, y sus componentes se separan mediante su interaccion con una fase
estacionaria (que puede ser liquida o sélida) contenida en una columna capilar. Esta
técnica se aplica al analisis de compuestos volatiles o volatilizables (e.g. mediante
derivatizacién), que ademas son térmicamente estables (Collins et al., 2006). Aunque GC
ha sido muy utilizada para la deteccion de agroquimicos, la LC especialmente cuando
esta acoplada a masa masa ha permitido la deteccion de compuestos mas polares, de
mayor tamafio, y sobre todo a sus metabolitos y por lo que es mas sensible que GC-MS 'y
GC-MS/MS (Alder et al., 2006; Lambropoulou et al., 2007). El principio general de la
cromatografia liquida se basa en que una determinada sustancia, al pasar por una columna
con una determinada fase estacionaria, es arrastrada por una fase movil (eluyente), segun
la afinidad que tenga dicha sustancia por la fase movil y la estacionaria sera el tiempo que
demore en atravesar la columna, obteniéndose un tiempo de retencion que depende, entre
otras cosas del caudal, la longitud y el didmetro de la columna. La instrumentacion de un
LC, generalmente consta de un reservorio de fase mavil, una bomba, un inyector, una
columna, un detector y un sistema de procesamiento de datos. En la columna de
cromatografia tiene lugar la separacion. El proceso cromatografico comienza con la

inyeccion de la muestra al inicio de la columna y la separacion de los componentes ocurre
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cuando los analitos y la fase mévil son bombeados, a alta presion, a traves de la columna.
El detector puede ser de distintos tipos (UV, Fluorescencia, MS). Segun el tipo de detector
se pueden identificar diferentes tipos de compuestos. Esta respuesta es posteriormente
analizada y procesada con herramientas informaticas especificas encargadas también de
controlar todo el sistema.

La espectrometria de masas puede acoplarse a ambas técnicas cromatograficas (GC y
LC). Un espectrometro de masas es un instrumento que convierte los compuestos de una
muestra en iones gaseosos Yy los separa en funcion de la relacion masa/carga. El
espectrometro de masas trabaja variando los voltajes de manera sistematica para llevar
iones con masa/carga crecientes o decrecientes hacia el detector (Barcelo, 2005). Estos
se pueden clasificar segin como se separan los iones, dentro de los que tenemos el
cudrupolo (utilizado en esta tesis), sector magnético, y resonancia de ion-ciclotron (Alder
et al., 2006).

Respecto a la cuantificacion, las areas de los picos presentes en el cromatograma seran
proporcionales a la concentracién del compuesto correspondiente y la determinacion se

puede realizar empleando un estandar externo y/o elaborando curvas de calibracion.

Validacion de los métodos de extraccion

Validar es evaluar el desempefio de un metodo, y determinar si cumplen las exigencias
analiticas pre-establecidas, teniendo como objetivo presentar evidencia de que es
adecuado para un proposito especifico (INMETRO, 2016). La validacion es
imprescindible para el caso de métodos no normalizados, es decir aquellos que fueron
desarrollados por el laboratorio o métodos nuevos, asi como también para métodos
normalizados cuando se genera una modificacion significativa (Duffau et al., 2010).
Para validar los métodos analiticos de extraccion e identificacion, se consideran los

siguientes parametros: i) linealidad, ii) efecto matriz, iii) precision, iv) veracidad y v)
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especificidad, segun lo establece la guia SANTE/11312/2021. Esta guia contiene

directrices especificas sobre control de calidad y procedimientos de validacion para

métodos analiticos de residuos de plaguicidas en alimentos y piensos.

i)

La linealidad es la capacidad de producir resultados proporcionales a la
concentracion del analito en la muestra, determinando que la relacion sefial en
funcion de la concentracién nominal del analito se ajuste a una recta. Se
determina por medio de curvas de calibracion realizadas en matriz y en
solvente para cada agroquimico

Efecto matriz es el resultado de la modificacion de la sefial de analito por
interferencia de los componentes de la matriz. La forma mas precisa de
evaluar el efecto matriz seria con la adicion de estandares, pero el nimero de
inyecciones por analisis aumentaria tornandolo prohibitivo. Ademas, el uso
de estadndares internos en andlisis multi-residuo no es aconsejado ya que el
efecto matriz depende en gran parte del analito (Kruve et al., 2008). En la
préctica el efecto matriz se evalla mediante la comparacion de la pendiente
de la curva de calibracién de un analito en solvente y en matriz. Si el resultado
es menor que cero (valor negativo), la respuesta del analito esta siendo
suprimida por la matriz. Si es mayor que cero (valor positivo), la respuesta
del analito esta siendo potenciada por la matriz. Como regla general, las
directrices de las mejores practicas recomiendan que se tomen medidas
para compensar si los efectos son superiores al 20 %, minimizando asi el
error de notificacion de concentraciones exactas. Si el efecto matriz es
mayor a 20 % o menor a -20 %, se debe realizar la cuantificacion utilizando

la curva matriz obligatoriamente.
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ii)

SANTE.

La precision, es entendida como el grado de concordancia entre multiples
resultados obtenidos al aplicar repetidamente el mismo método analitico a
alicuotas distintas de la misma muestra. Este parametro se expresa en términos
de desviacion estandar relativa (RSD). La desviacion estandar relativa permite
identificar si existen diferencias significativas entre las distintas réplicas. Para
esto se hacen recuperaciones, donde se agregan cantidades conocidas del
plaguicida a una matriz blanco, se realiza el proceso de extraccion y se
compara el dato de concentracion obtenido contra el esperado segun el
agregado.

La veracidad, es la proximidad entre un valor medio obtenido de una serie de
resultados y un valor de referencia o valor verdadero. La veracidad se evalta
midiendo las recuperaciones para cada analito con el porcentaje de
recuperacion.

La Especificidad es la respuesta del blanco de reactivo y en la muestra blanco

libre de agroquimicos.

Cuando la linealidad representada como R? es mayor a 0,99, la DSR es menor a 20 %, y
el porcentaje de recuperacion este entre 70 y 120 % para al menos dos niveles de

concentracion al mismo tiempo, se considera validado un compuesto segun la guia

La validacion también nos determina el limite de cuantificacion, valor a partir del cual
podemos cuantificar un agroquimico. Este se define como la concentracion mas baja de
analito que ha sido validada aplicando el método analitico completo, y el limite de

deteccién entendido como la menor concentracion a la que se observan en el
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cromatograma los picos de cuantificacion y confirmacién, ambos a un mismo tiempo y

con una relacion sefial/ruido mayor a 3.

Objetivos:
1. Validar QUEChERS como método de extraccion para agroquimicos en
sedimentos de la cuenca del Arroyo Maldonado.
2. Validar la extraccién mediante SPE para agroquimicos en agua.
3. Estudiar la incidencia de algunas propiedades de los agroquimicos en la

validacion de los métodos de extraccion seleccionados.

Pregunta:
¢Existen propiedades fisicoquimicas de los plaguicidas influyentes en el resultado de la

validacion? Si existen, ;cuales son?

Materiales y métodos

Seleccion de agroquimicos a validar

Para este estudio se analizaron 59 agroquimicos utilizados en nuestro pais (tabla 1), 30
son herbicidas, 14 fungicidas y los restantes insecticidas y/o acaricidas. De ellos 35
compuestos tienen un Kow menor a 3 (méas hidrofilico), los restantes mayor a 3
(hidrofobicos), por otra parte 34 agroquimicos seleccionados tienen una masa molecular

mayor a 300 g/mol.
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Tabla 1. Clasificacion y propiedades fisicoquimicas de agroquimicos tomados en cuenta

para la validacién. Nombre del plaguicida, grupo quimico, usos comunes, masa molecular

(MM) g/mol, Kow a pH 7, 20 °C, indice de potencial de lixiviacion GUS, constante de la

ley de Henry a 25 °C (Pa m* mol™) (H), degradacion aerdbica en suelo en dias (DEG),

Constante de adsorcion en carbono organico (Koc) (Universidad de Hertfordshire,

Inglaterra).

Compuesto Grupo Uso MM Kow Gus H DEG Koc
2.4D Fenoxiacético Herbicida 221 0,82 3.82 40x10% 44 39.3
Acefato Organofosforado Insecticida 183.2 0.14 1.14 5,15x10-08 3 374
Acetoclor Cloroacetanilida Herbicida 269.8 4.14 167 21X10% 14 156
Alaclor Cloroacetanilida Herbicida 269,77 3.09 0.8 3.20X10% 14 335
Ametrina Triazina Herbicida 227.1 2.63 0,46 4.10X10% 37 316
Atrazina Triazina Herbicida 215,68 2.7 257 150x10%* 75 100
Azoxistrobin Estrobilurina Fungicida 4034 25 31 740x10% 78 589
Bentazone Diazinona Herbicida 240.3 0,34 1,95 7,20x10-05 20 55.3
Bifentrin Piretroide ;“;i;:'l‘é'lgz 42288 66 g0 T74Xx10% 26 236610
Bispirivac Carboxipirimidinilo Herbicida 4304 109 -- -- -- --
Carbaril Carbamato Insecticida 201.2 236 202 920x10% 16 300
Carbendazim Carbamato Fungicida 191.2 148 221 3,60x10% 40 -
Chorimuron Sulfonilurea Herbicida 386,77 0.11 -- -- -- --
Cianazina Triazina Herbicida 240,69 2.1  2.07 6,60x10% 16 --
Ciproconazol Triazol Fungicida 291.8 3.09 3.04 5.00X 10% 142 --
grlgg;?g{;)p Ariloxifenoxipropionato Herbicida 349,8 3.9 6,08 2,79x10°% 0.8 300
Clomazone Isoxazolidinona Herbicida 239,7 258 272 59x10% 226  --
Clorantraniliprole Diamida Insecticida 483,15 2.86 3.51 3,2x10°% 597 4645
Clorpirifés metil  Organofosforado ;“:sg:'lg'lgz 350,58 4.7 058 0,478 386 -
Clorsulfuran Sulfonilurea Herbicida 357,77 099 3.8 350x%1 160 190
Diazinén Organofosforado Insecticida 304.4 3.69 1.51 6.09X10% 9.1 609
Diclosulam Sulfonanilida Herbicida 406.2 0,85 2.66 -- 49 90
Epoxiconazol Triazol Fungicida 329,76 3.3  2.09 &5'649 X 10 3535 -
Ethion Organofosforado Insecticida 384,48 507 0  3,85x10°92 90 10000
Fipronil Fenilpirazol Insecticida 437,15 3,75 2.06 2,31x10°% 142 --
Flumioxacin Dicarboximida Herbicida 354.3 2,55 1.31 0,145 21.9 --
Imazamox Imidazolinona Herbicida 305.3 -2.9 359 4,9x1012 200.2 -
Imazapic Imidazolinona Herbicida 275,30 0,393 4.41 -- 120 137
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Validacion de la extraccion QUEChERS para agroquimicos en sedimentos de la cuenca

del Arroyo Maldonado

El método QUEChERS empleado habia sido previamente validado por otro grupo de
trabajo en el laboratorio del Departamento de Quimica del Litoral en Paysandu para suelo
(Alonzo et al., 2018), el mismo se adapto a las instalaciones del laboratorio del CURE y
se procedio a validarlo usando como matriz el sedimento de las nacientes de la cuenca
del Arroyo Maldonado.

Para validar los métodos de extraccion se tomd como base los pardmetros y criterios
establecidos en el documento SANTE/11312/2021 por lo que se hizo el célculo de
linealidad, veracidad, efecto matriz, precision y especificidad.

Se utilizaron muestras de sedimento de las nacientes del Arroyo Maldonado y San Carlos
como blancos (previamente analizadas para constatar que no tenian plaguicidas ni sus
residuos) para las diferentes pruebas. Se trasladaron al laboratorio refrigeradas para

posteriormente ser homogeneizadas y tamizadas con malla de 2 mm.

Secado de las muestras

Para realizar el secado se liofilizaron las muestras de sedimento en tubos de
centrifugacion de 15 ml, tapados con parafilm al cual se le hacen pequefias perforaciones.
Permanecieron 72 horas en el liofilizador (TelstarLyoQuest) a -58° C y 0.2 mBar (figura
2, A), a las 48 horas se pes0, luego se colocaron nuevamente las muestras 24 horas mas,
y se volvid a pesar para constatar que no hubo variacion y que el agua se elimind por
sublimacidn. Posteriormente se retiraron las muestras, se taparon y almacenaron en el
congelador hasta ser utilizadas. Este proceso se realizO para todas las muestras de
sedimentos con las que trabajamos en la validacion y posteriormente en el monitoreo de

agroquimicos en la cuenca.
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Extraccién con QUEChERS

El método QUEChERS disefiado en el laboratorio del Departamento de Quimica del
Litoral en Paysandl para suelo utiliza un paso de agitacion por ultrasonido durante 5
minutos, en esta tesis en los laboratorios de CURE Maldonado se modifico este paso y se
utilizé el agitador Orbital Kline durante 20 minutos (Figura 1). Se pesaron 10 g de
sedimento (Balanza Scout pro Ohaus) tamizado de 2 mm y se colocaron en un tubo de
centrifugacion de 50 ml, se agregaron 10 ml de agua ultrapura (Nanopure
Thermoscientific) a cada muestra. Se agit6 por 1 min en vortex (FANEM), se dej6 reposar
por 10 minutos y se adicionaron 10 ml de acetonitrilo (ppa ACS Dorwil). Se agitd
nuevamente 1 min en vortex, y posteriormente se le agregaron las sales para salting-out
(1 g de cloruro de sodio (NaCl), Mallinck Rodt) y 4 g de sulfato de magnesio anhidro
(MgSQg), J.T. Baker) pesados con balanza Sartorius Cpa 225D.

Posteriormente se agit6 manualmente 3 minutos y se coloc6 en Agitador orbital por 20
minutos. Luego se centrifugd por 5 minutos a 3500 RPM (Sorval) se tomaron 5 ml de
sobrenadante (figura 2, B) en tubos de centrifugacion de 15 mL conteniendo las sales de
limpieza (clean-up) (0,625 g MgSO4 y 0,125 g 6xido de aluminio (Al2O3) Fisher
Chemical). Se llevé nuevamente a vortex por 1 minuto y se centrifugd por 5 minutos a
3500 rpm. Finalmente, el extracto asi obtenido se filtr6 con por filtro de jeringa con
membrana de PVDF de 25 mm de diametro y tamafio de poro de 0.45 um. Se colecté el
sobrenadante en un nuevo tubo de centrifuga de 15 ml y se almacend a -20 °C hasta

realizar el analisis.
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1310 g Sedimento liofilizado ¥
tamizado + 10 mL agua ultrapura ‘
2) 1 min Vortex, loego 10 min en
1EpOs0

3) Agitacion manual 3 min y

3) Agrezar 10 mL

4) Salting out: o
luego 20 min Orbital
M) |1NCl- 4 eMESO: (| 5 Conion 3500 70N

|

ACN y agitar | min
Vortex

8) 1 min Vortex 7) Clean-up:
9) 5 min Centrifuga 3300 RPM 5 mL sobrenadante = 0,625 g
10) Extracto se fitltra con PVDF Mz50;+0,125 g ALO;

Figura 1. Pasos del método QUEChERS utilizado en esta investigacion.

Figura 2. A, Muestras de sedimento siendo liofilizadas; B, Tubo Falcon donde se realiz6

el QUEChERS luego de ser centrifugado, flecha indica el sobrenadante; C, Extracciones

con cartuchos OASIS en un Manifold acoplado a una bomba de vacio en CURE

Maldonado.

Recuperaciones

Los agroquimicos utilizados fueron obtenidos a partir de estandares solidos (Dr.

Ehrenstorfer) con purezas mayores a 95 %. Para cada compuesto se realizd una solucion

madre a 2000 mg L™ en solventes adecuados, y luego guardados en viales de vidrio en
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freezer a -40 °C. A partir de los mismos se realizé un mix de trabajo a 10 ppm en ACN y
se realizaron diluciones posteriores segun necesidad.

A partir de los blancos de sedimento mencionados previamente se realizaron
recuperaciones a 10, 25, 50 y 100 pg/kg (n=5).

Para la cuantificacion se utilizaron curvas de calibraciéon en matriz y en solvente con 7
puntos cada una (5, 10, 25, 50, 100, 150 y 200 ug/kg). En el caso de la curva en matriz
se utilizd extracto de sedimento blanco en lugar de solvente.

En cada tanda de extraccion se realizaron blanco de muestra y de reactivos. Para este
altimo no se utiliza muestra, ya que su funcién es demostrar que tanto los materiales como

los reactivos utilizados no tienen influencias en el método.

Validacion de extraccion de agroquimicos en agua mediante SPE

Para realizar la validacién de extraccién de agroquimicos en agua mediante SPE con
cartuchos OASIS se tomé como matriz blanco agua ultrapura (Nanopure
Thermoscientific).

Las extracciones se realizaron con ayuda de un Manifold (Thermo scientific 16 Port glass
Block Vacuum manifold) que, ayudado por una bomba de vacio (Diaphagm vacuum pum
model gm 1.0 200 mbar Motor power 160 w, 60 I/min), permitid el pasaje de la muestra
por los cartuchos de SPE a flujo constante (figura 2, C).

Para activar los cartuchos se pasaron por los mismos 6 ml de metanol PPA y 6 ml de agua
purificada, ambos a flujo constante de aproximadamente 1 gota por segundo. Luego se
pasaron 500 ml de muestra, finalizando con una elucién con 4 ml de ACN ppa.
Posteriormente de los 4 ml se tomaron 3 ml y se llevaron a sequedad bajo corriente de
nitrégeno, se retomaron en 0.5 ml de ACN para tener un factor de concentracion de 750.
De esta forma se logra aumentar la concentracion de la muestra para adecuarse a los
limites propios del equipo y lograr analizar a niveles de analito menores.
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Recuperaciones

Se hicieron recuperaciones a 3 niveles (0,01; 0,05; 0,1 pg/l) que al momento de realizar
la inyeccion teniendo en cuenta el factor de concentracion correspondieron a 7,5, 37,5y
75 pg/l. Se utilizaron las mismas soluciones madres almacenadas en idénticas
condiciones que para sedimento. Se utilizaron curvas de calibracion en solvente y en

matriz.

Deteccidn y cuantificacion de los agroquimicos

Se usd un espectrometro de masas en tandem tipo triple cuadrupolo para realizar los
analisis. El equipo utilizado fue un HPLC Agilent 1200 series acoplado a un
espectrometro de masas 4000 QTrap de AbSciex. Este se utiliza en modo MRM
(monitoreo de reacciones multiples) en modo positivo y negativo (anexo, tablas 17 y 18).
La columna utilizada fue una ZORBAX Eclipse XDB-RP-C18 (0,5 um de tamafio de
particula, 150 mm x 4.6 mm) de Agilent. Para el método positivo, las fases moviles
empleadas fueron A: Agua con 2 % metanol, 0.1 % acido formico y 5 mM de formiato
de amonio, B: metanol con 2 % agua, 0.1 % acido formico y 5mM de formiato de amonio.
El gradiente utilizado comienza con 10 % de A mantenido por 3 minutos, luego se va
incrementando hasta 100 % en 17 minutos y se mantiene por 5 minutos, a continuacion,
se disminuye nuevamente a 10 % donde se mantiene por 5 minutos para completar la
corrida de 33 minutos. El flujo se mantiene a 0,6 ml/min durante toda la corrida. El
método en modo negativo emplea fase movil A: acido formico al 0.1% y B: acetonitrilo.
Nuevamente se mantiene un flujo de 0.6 ml/min, la corrida comienza 30 % en B, y se
mantiene por 10 min, luego queda a 100 % en B por 13 min, para terminar por 7 min a

30 % en B.
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Analisis estadisticos

Todos los andlisis estadisticos se realizaron utilizando el programa R con la interfaz de
RStudio. En primera instancia se evaluo con test de Shapiro la normalidad de los residuos
y se realiz0 el test de F para evaluar la significancia de las variables.

Se realizaron regresiones simples entre las concentraciones utilizadas para generar la
curva en matriz, y el area de los cromotogramas de las recuperaciones. Se calcularon las
pendientes y los R? con sus respectivos desvios.

Luego se realiz6 la prueba de razones de verosimilitud para evaluar si las propiedades
fisicoquimicas de los plaguicidas tienen influencia en el resultado de la validacion.

Se ajustd utilizando modelos de méxima verosimilitud con una estructura diferente al
siguiente modelo general:

y=a+bx+e

Formula €=N(0.¢,)

Donde a es una interseccién coman, bi es el coeficiente de la media de los grupos (i), ¢
son los residuos que siguen una distribucion Normal (N) con media 0 y varianza s2, y ei
es un coeficiente para los cambios en la varianza de los grupos. Los tres modelos se
instalaron utilizando la funcion "gls" del paquete {nime}:

i) media variable para cada grupo e igual varianza (bi, ei=1),

i) media igual y varianzas diferentes para cada grupo (bi, =0, ei),

iii) media y varianzas diferentes para cada grupo (bi, ei).

Posteriormente para corroborar si existian diferencias significativas entre las variables
consideradas de compuestos validados y no validados, las pendientes y los R? de las
curvas, se buscd la relacion de probabilidad logaritmica entre los modelos i vy iii para
evaluar las diferencias de varianza entre los grupos v ii y iii para evaluar las diferencias
en los valores medios entre los grupos. La hipotesis nula fue que la razon de probabilidad

logaritmica sigue una distribucion de Chi cuadrado.
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Se verifico si habia problemas de multicolinealidad entre las variables explicativas
consideradas (Kow, Koc, indice de lixiviacion GUS, constante de Henry, masa
molecular), utilizando la funcién VIF considerando que hay colinealidad si el resultado
obtenido es mayor a 5.

Para analizar los resultados de validacion y poder hacer inferencias y predicciones con
los mismos, se utilizaron métodos de aprendizaje automético supervisado, mas
precisamente arboles de clasificacion (CART), usando las funciones r part y rpart plot.
Los arboles de clasificacion CART son uno de los més utilizados, entre otras cosas debido
a la sencillez de los modelos obtenidos (Roche, 2009). Permiten visualizar claramente la
importancia de cada una de las variables consideradas en el resultado final. También es
atil para predecir en funcion de las variables explicativas, el resultado validado si 0 no
(categoria binomial).

Se crearon diversos arboles visualizando los resultados en funcion del minsplit (minimo
de observacion para dividir un nodo), del cp (parametros de complejidad), hasta quedar
con nodos terminales lo mas puros posibles. Luego mediante el criterio de poda se llegd
al arbol 6ptimo que hiciera mas eficiente el complejo sesgo/varianza y que maximizo la
bondad de la particién. Para eso se optd por el arbol mas chico de los que tienen la menor
suma de error de validacion cruzada mas error estandar (Breiman et al., 1984). Para el
calculo del error se uso la funcion Loop For en R, donde se parte en forma aleatoria
multiples veces la base de datos en tercios.

Para ello se tomaron como variables explicativas las propiedades fisicoquimicas de los
diferentes compuestos usados para la validacion como son coeficiente octanol/agua,
coeficiente de lixiviacion GUS, constante de volatilizacion de Henry, masa molecular y
se le agrego el efecto matriz calculado en la validacion. Algunos compuestos quedaron

afuera del analisis de CART por no conocerse algunos datos de sus propiedades
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fisicoquimicaa, por lo que se trabajo con 47 compuestos. EI Koc no fue tomado en cuenta
porque esta propiedad no esta determinada para muchos de los compuestos evaluados lo
que bajaba considerablemente en numero de datos a trabajar y la solubilidad no se
considero por el hecho de que indirectamente esta reflejada en el Kow.

Se obtuvo un acierto del 83% a partir de la tabla de confusién. Cuando se realiz6 el arbol
con la muestra de entrenamiento hubo un acierto de 77%=+13, y con la muestra test fue
del 53% £11.

Luego en una segunda etapa en funcion de esas mismas variables explicativas se buscd
la posibilidad de predecir el resultado de una validacion, comparando diferentes modelos
con variable de respuesta binomial (validado si 0 no) como GLM, Random Forest (RF),
CART y Boosting. Para GLM la funcidon dnorm, CART se usaron las funciones r part y

rpart.plot, Random Forest y adabag para RF y Boosting, todos en R

Resultados

De los cromatogramas obtenidos por ambos métodos (positivo y negativo) se obtuvieron
tiempos de retencion (figura 3) para los compuestos analizados y se pudieron observar al
menos dos transiciones por cada agroquimico. Una llamada de cuantificacion porque es
la que se utilizé para realizar la cuantificacion de los resultados y la de confirmacion que
permite, como su nombre indica, confirmar la identificacion del compuesto (Anexo,
tablas 19 y 20).

Estos resultados cromatograficos indicaron que la separacion e identificacion de

agroquimicos analizados fue la necesaria.
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Figura 3. Cromatogramas de cuantificacion de extraccion en sedimento. A,
Cromatograma de extraccion de Metolaclor; B, Cromatograma de extraccion de

Azoxistrobin.

Validacion de QUEChERS como método de extraccion de agroquimicos en sedimento
Se logro la validacién de 28 agroquimicos (tabla 2) para extraer del sedimento con el
método QUEChERS adaptado en CURE. De estos compuestos un 46 % fueron herbicidas,

29 % fungicidas y el restante 25 % insecticidas.
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Tabla 2. Lista de agroquimicos validados en sedimento, linealidad (Lin) para

curva

solvente (CS), linealidad para curva matriz (CM), efecto matriz, porcentaje de

recuperacion (REC) y desviacion estandar relativa a 10, 25, 50 y 100 pg/kg

respectivamente. Se marca en negrita los resultados que cumplieron las exigencias

establecidas para la metodologia.

Agroquimico CS CM REC 10ug/kg REC 25ug/kg RECH50ug/kg REC 100
Ha/kg
Lin Lin Efecto DSR %Rec DSR  %Rec DSR %Rec DSR  %Rec
Hag/kg Hag/kg Matriz %
%
Acetoclor 10-200  10-200 -13 2,5 118 1,9 123 2,3 100 1,1 124
Ametrina 25-200 10-200 -18 1,1 132 3,5 109 1,0 133
Atrazina 25-200 10-200 -15 2,2 1153 23 129,5 3,5 107,1 3,7 132,4
Ciproconazol ~ 25-150 10-150 -44 5,2 118 11,3 98 2,5 120,8
Diazinon 25-150 5-200 -3,2 51 122,7 57 124,3 8,9 118,7 14 86,8
Epoxiconazol ~ 10-200  10-200 357,76 11,58 12351 7,44 11385 6,10 84,60 11,61 107,0
1
Imidacloprid 550 10—100 41,9 18,05 104 0,39 109 132 884
Metsulfuron 10-200  10-200 -38.026 3.622 112.86 5.832 119.76 3.903 95.65 3.378 127.3
5 1 8 06
Pendimethalin  25-200 5-200 -21.499 9.262 11294 2175 12439 6.554 98.48 3.486 128.3
6 3 6 36
Pirimifos 25-200  10-200 188.27 11.37 117.88 4.395 130.25 2.624 9560 3.855 125.9
8 1 6 8 7 42
Propanil 25— 5—100 366 13,76 70,36 172 96,1 11 28,8
100
Tetraconazol 25-200 25-200 -5456  --- 3,07 131,75 14,42 1116 4,69 1191
9 0
Trifloxistrobin 10— 5—100 74,8 4,9 106 9,3 16,6 18,7 112
100
Chorimuron 5-200 10-200 -44 6,3 105 9,2 118 7,9 85 16,8 116
Carbendazim 5—100 5—100 51 6,42 62,5 8,98 78 10,14 99,7
Metolaclor 5-150 5-200 13 18,1 113 42 133 19,1 109 0,8 137
Clodinafop 5-200 10-200 -2 4,3 107 7,6 120 10,1 92 16,2 100
propargil
Ethion 10-200 5-200 78,08 7,08 116,07 0,32 121 10,33 109,7 559 1394
9 0
Flumioxacin 5-150 5-150 69,58 3,24 117,16 6,96 120 468 1072 6,12 1418
4 9
Linuron 10-200 5-200 -38,44 5,32 108,21 3,34 129,89 14,18 89,37 365 1135
0
Metconazol 10-150  10-200 -49,91 8,49 121,11 8,44 1199 1,33 8359 944 11372
9
Methidation 10-200  10-200 -57 5,9 73 10,2 128 1,2 119 1,1 174
Triticonazole ~ 50-150  50-200 352 --- --- 634 99 9,6 98
Bentazone 10-150  25-200 -17 8,9 79 130 25 2,0 73
Diclosulam 25-200  10-200 -10 20,7 99 4,2 82 3,7 104
Fipronil 5—100 5—50 35,4 14,4 83,6 10,3 90 5,6 98
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Dentro de los agroquimicos que no se pudieron validar, hay 18 (tabla 3) que cumplen

todas las exigencias que marca la guia SANTE solo a un nivel de recuperacion. Estos
compuestos si tienen un porcentaje de recuperacion superior al 120 % recomendado pero

inferior a 140 % o menor al 70 % pero mayor que 30% Yy con un DSR menor o igual a

20, se puede hacer una correccion para cuantificarlos como establece la guia SANTE

seccion G6. De estos tenemos que la mitad son herbicidas, y los restantes insecticidas y

fungicidas en partes casi iguales.

Tabla 3. Agroquimicos que cumplen exigencias a un nivel, y estan al limite de cumplirlo

para quedar validados en otro, linealidad (Lin) para curva solvente (CS), linealidad para

curva matriz (CM), efecto matriz, porcentaje de recuperacion (REC) y desviacion

estandar relativa a 10, 25, 50 y 100 pg/kg respectivamente. Se marca en negrita los

resultados que cumplieron las exigencias establecidas para la metodologia.

Agroquimico CS CM REC 10 ug/kg REC 25 ug/kg REC50 pug/kg REC 100 pg/kg

Lin Lin Efecto DSR %Rec DSR %Rec DS %Rec DSR% %Rec

Ha/kg Ha/kg Matriz R

%

Alaclor 5-50 5—100 -24 8,9 80,8 10,4 1236 99,2 8,4
Azoxistrobin 5-200 10-200 453 0,4 131 0,7 145 46 115 2,2 147
Clorpirifos 10-200  10-200 206 1,3 139 2,6 138 54 109 1,3 137
Clomazone 10-200  25-200 -16 3,2 154 39 116 2,8 143
Propiconazol 25-200 25-200 -35 --- --- 6,1 147 6,0 115 0,7 136
Piraclostrobin 5-200 10-200 -43 31 134 39 146 11,7 121 10,5 153
Bifentrin 25-200 5-200 -36 1,4 138 6,5 117 1,3 156
Bispirivac 50-150 10-200 270 06 50 12,1 71
Clorantranilipro  5-200 5-200 -18 0,8 135 0,5 162 25 135 0,2 166
le
Metribuzin 25-150  10-200 -37 0,3 133 36 120 2,1 147
Pirazosulfuron 5-200 25-200 12 - - 7,1 146 145 110 7,0 129
Procloraz 50-200  25-200 -53 6,7 107 3,8 140
Imazaquin 10— 25—100 369 0,95 86 29 46,6

100
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Imazetapir
Sulfentrazone
Thiram
Cianazina
Clorpirifos metil

25-200
10-100
25-150
25-200
25-200

25-200
25-200
50-200
10-200
10-200

13,4

21,5
53
13,8

46

266
133
137

115
7,8
21,2
2,8
12,3

30

100
133
107
104

6,0
0,4
10,1
3,4
2,1

31
127
72
138
131

En ultima instancia, 12 compuestos no pudieron validarse a ningun nivel (tabla 4).

Tabla 4. Agroquimicos no validados a ningun nivel, linealidad (Lin) para curva solvente

(CS), linealidad para curva matriz (CM), efecto matriz, porcentaje de recuperacion (REC)

y desviacion estandar relativa a 10, 25, 50 y 100 pg/kg respectivamente. Se marca en

negrita los resultados que cumplieron las exigencias establecidas para la metodologia.

Agroquimico CS CM REC 10 pg/lkg REC 25 pug/kg REC 50 pg/kg  REC 100 pg/kg
Lin Lin Efecto DSR %Rec DSR %Rec DS %Rec DSR%  %Rec
pg/kg pg/kg Matriz R
%
24D 25-200 10-200 -5
--- --- 115 17 16,6 11 12,1 10
Tiametoxam 25-200 10-200 =77
0,8 149 94 127 3,4 168
Tiacloprid 25-200  25-200 -4
1,7 166 25 125 1,1 164
Imazapic 10-200 10-200 -16
12,4 39 13,4 20 16,6 15 6,6 16
Clorsulfuron 5-100 25-200 6,3
157 15 138 6,3 116 14 144 157
Carbaril 5-150 10-100 -65
0,8 135 1,5 182 41 182 5,0 241
Imazapir 10-200  10-200 -15
23,8 38 2,9 16 98 9 8,4 7
Saflufenacil 10-200 25-200 126
8,0 175 1,7 153 55 117 2,4 163
Pirimetanil 5-200 25-200 -19
8,8 158 1,4 141 95 119 4,9 148
Penoxulam 5-200 25-200 278
0,8 148 1,0 142 40 111 3,6 148
Oxifluorfen 100- 100-200 874
200
10,1 121
Malathion 25-200 50-150 96
1,3 621 1,1 463 0,9 304
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Validacion de extraccion de agroquimicos en agua con cartuchos Oasis

La extraccion mediante SPE con cartuchos Oasis no permitié validar ninguno de los

compuestos seleccionados en esta tesis (tabla 5).

Tabla 5. Agroquimicos que se intentaron validar en agua, linealidad (Lin) para curva

solvente (CS), linealidad (Lin) para curva matriz (CM), efecto matriz y porcentaje de

recuperacion (REC) a 0,01, 0,05 y 0,1 pg/L respectivamente. En negrita lo que cumple

requisitos de SANTE.

Agroquimico CS CM REC 0.01 REC 0.05 pg/L  REC 0.1 pg/L
/L
Linpg/L  Lin Efecto LI;gSR% %Rec  DSR% %Rec DSR%  %Rec
pg/L Matriz %
Imidacloprid 25-150 5-150 -52 10,8 19,57 11,69 45,9 3,72 46,1,
9
Alaclor 25-150 25-150 -43 10,2 -23 21,1 24,8 18,2 29,3
Azoxistrobin 25-150 25-150 -39 6,5 -73 8,3 26,6 4 33,6
Ametrina 25-150 25-150 -38 5,2 -48 12,7 28 10,1 36
Atrazina 25-150 5-150 -34 8,5 -49 14,4 27 12,1 34,5
Bispirivac 5-100 25-150 -28,7 15,8 -110 7,5 27 7,6 38,7
Carbaryl 25-150 25-150 -43 35,7 -115 34 2,7 2272 15,2
Carbendazim 5-100 5-150 -49,7 7,3 24,6 8,3 38,8 3,2 40,7
Chorimuron 25-150 10-150 -49 8,3 16 7,7 42 2,9 44
Chlorpirifos 25-150 25-150 -45 28,4 -71 18,3 06 319 4,2
Clorpirifos metil 50-150 25-150 -39,3 15,9 -98 7,8 - 14 0,8
10,3

Clorsulfuran 25-150 10-150 -51 9,2 20 7,3 41 10,7 43
Cyanazine 25-150 10-150 -44 4,7 23 7,8 44 6 47
Diazinon 25-150 25-150 -42 20,9 -75 14,2 8,9 123 11,6
Epoxiconazol 25-150 5-150 -49,8 11,31 72 2,1 50,3 11,8 44,4
Ciproconazol 25-150 25-150 -41 20,4 -34 19,5 31,2 133 38,8
Imazapyr 25-150 10-150 -37 251 24,2 21,8 57 20 3,6
Malathion 25-150 -60 8,5 -12,5 18,8 37,4 12,7 34,5
Penoxsulam 25-150 25-150 -55 10,8 4.6 9 42 6,7 45
Pirimifos 25-150 25-150 -35,8 18,6 -96 18,2 93 1272 17
Propanil 25-150 25-150 -33 10,5 -54 8,2 28 6,9 39
Pendimethalin 25-150 25-150 -48 9,9 -52 18 99 177 8,6
Tebuconazol 25-150 5-150 -45,6 18 24,5 15,7 50 19 45
Tetraconzaol 25-150 50-150 -48 18,6 -14 6,6 39 13 38
Thiamethoxan 25-150 50-150 -25 10,5 -466 9,9 -32 9,8 19
Bifentrin 25-150 25-150 -45,8 14,4 -61 13,7 1 11,6 4,2
Clodinafop 25-150 25-150 -40 55,3 -78 28,3 05 278 8,8
propargul

Clorantraniliprole  25-150 10-150 -50,7 18 37 17,5 49 3,6 47
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Ethion 25-150 25-150 -41,7 8,4 -65 7,5 12 6,8

Flumioxacin 25-150 25-150 -28 46 -144 20,9 - 14,9
16,7
Imazamox 25-150 5-150 -38 25 23 16 74 175
Imazapic 25-150 5-150 -33 47,7 10,3 15,9 41 155
Imazaquin 50-150 10-150 -25,7 22,7 42 15,3 27 15,3
Imazethapyr 25-150 10-150 -36,3 20,1 37 14,4 12,9 16,6
Iprodione 25-150 25-150 -35 56,7 -200,1 8,3 -38 22,7
Linuron 25-150 25-150 -40 7,7 -63 12,3 255 72
Metconazol 25-150 5-150 -44 11 36 8,1 474 7.8
Metribuzin 25-150 25-150 -33,5 3,2 -1,5 6,7 34 8,7
Oxyfluorfen 50-150 50-150 7,9 40,8 -460 20,9 -70 16,5
Picloram 100-150 150
Pirazosulfuron 50-150 25-150 -36 32,8 -117 3 6,8 209
Procloraz 25-150 25-150 -37 28,5 -20 8,2 254 64
Pyrimetanil 25-150 10-150 -39,9 11,9 10 26 30 16
Saflufenacil 25-150 25-150 -51 19 -22 12,9 305 9,2
Sulfentrazone 25-150 25-150 -49,5 27 -48,7 10,8 29,3 8,6
Thiacloprid 25-150 25-150 -33 5 -61 10,8 30,5 5,3
Thiram 25-150 50-150 113 25 429 15 90 47
Triticonazole 25-150 25-150 41 9 -37 3,8 35 4.8
Tropamezona 50-150 25-150 -37 17 19 14,8 24,7 18,6
Bentazone 25-150 50-150 -18,6 7,5 -450 12,4 - 5,7
29,6
Dicamba 25-150 10-150 -15,6 111 -41 32 - 46
5,34
Diclosulam 25-150 25-150 -36,5 6,4 -91 13,9 17,7 6,9
Imaxamox 25-150 10-150 -38 21,3 18,1 55 7 7,9
Imazapic 25-150 10-150 -35 71 38,6 42,4 95 238
25-150 10-150 -29 21 28,8 10 10,9 15,8
Imazethapir

13,6
-0,44

7,3
4,5
24,9
10,9
-18
34,5
42,6
39

24
29,3
28
38
36,6
43
43
38,7
24
29,5

1,21

36,6
6,8
6,7
9,8

Analisis estadisticos de los resultados de la validacion

Las regresiones que se realizaron (anexo, figura 25) entre la concentracion y el area de
las recuperaciones arrojan que el R2 de los compuestos validado es de 0,88+ 0,17 mientras
gue los no validados (incluyendo los validados solo a un nivel) su R? es de 0,94+ 0,11
(figura 5). Por otra parte, la media de las pendientes de los compuestos validados es de
8645 £ 10533 mientras que la de los no validados es de 5061+ 8791 (figura 4).

Las medias y las varianzas de las pendientes no fueron significativamente diferentes

(p>0.05) para los productos validados y no validados segun la prueba de razones de
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verosimilitud, pero si se registré una varianza significativamente diferente para el R? de

los dos grupos aunque no para la media del mismo.
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Figura 4. Boxplot de la pendiente de validacion para los compuestos no validados (0) y
los validados (1). La caja gris representa el rango intercuartil (RIC= 25y 75%) y la linea
negra la mediana de cada grupo. Los segmentos verticales punteados representan 1.5 x
RIC y los datos que exceden esos valores son considerados extremos y se muestran como

circulos.
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Figura 5. Boxplot de los coeficientes de determinacion (R?) para los compuestos no
validados (0) y los validados (1). La caja gris representa el rango intercuartil (RIC=25y
75%) vy la linea negra la mediana de cada grupo. Los segmentos verticales punteados
representan 1.5 x RIC y los datos que son considerados extremos se muestran como

circulos.

Para explicar los resultados de la validacion se tom6 en cuenta las propiedades
fisicoquimicas de los compuestos y el efecto matriz calculado.

Los resultados de funcion VIF para ver colinealidad entre las diversas variables
explicativas consideradas: Efecto matriz (EM), Coeficiente octanol agua (Kow), Masa
molecular, Coeficiente de lixiviacion GUS, Contante de Henry y Koc indicaron ausencia
de colinealidad entre las variables, siendo 1,2 para efecto matriz, 1,5 para Kow, 1,1 masa
molecular, 1,2 GUS, 1,1 para constante de Henry y 1,3 para Koc.

Se generaron diferentes modelos lineales generalizados (GLM) con las variables
explicativas consideradas en esta tesis (tabla 6), y ninguna resulté significativa para

explicar el resultado de la validacion (variable binomial) lo que nos indica que la variable
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respuesta no es lineal por lo que ninguna mejora la capacidad de saber si un compuesto

sera validado o no.

Tabla 6. Modelos lineales generalizados (GLM) con la variable de respuesta binomial
validado si 0 no y las variables explicativas coeficiente octanol agua (Kow), indice de
lixiviacion GUS, Masa molecular, Constante de Henry (H), Efecto matriz (EM) y

coeficiente de absorcion carbono organico (Koc), con su respectivo p valor para el

modelo.
Variable P valor

Kow 0,13

GUS 0,53

Masa Molecular 0,06

H 0,46

EM 0,12

Koc 0,42

La prueba de razones de verosimilitud evidenci6é que las medias y las varianzas de las
propiedades fisicoquimicas no fue significativamente diferentes (p>0.05) para los
productos validados y no validados (figura 6).

El arbol de clasificacion (figura 7) evidencia que los compuestos con masa molecular
menor o igual a 356 g/mol y con un coeficiente Kow mayor a 2,5 (hidréfobos) fueron
clasificados como validados (21 en 47 agroquimicos). Del restante no validados, el 23%
(11 compuestos) presentaron una masa molecular mayor a 356 g/mol. Los otros
compuestos no validados tuvieron un Kow menor a 2,5 (hidrofilicos), dentro de los que
un 23% tuvieron una supresion de la sefial cromatografica (EM menor a -3.3%) mientras
que un 9% presentd una sobre estimacion (EM mayor a -3.3%).

Los resultados del CART con los datos de la validacién muestran que compuestos con
una masa molecular mayor a 356 g/mol no fueron validados, este es el caso de
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Tetraconazol, Sulfentrazone, Saflufenacil, Piraclostrobin, Procloraz, Pirazosulfuron,
Penoxulam, Oxifluorfen, Etion, Clorantraniliprole, Bispiribac, Bifentrin, Clorsulfuron y
Azoxistrobin, lo que representa el 26% de los compuestos analizados. Sin embargo el
Diclosulam, Iprodione, Clorimuron y Trifloxistrobin que si bien tienen una masa
molecular alta, se validaron.

Con respecto a coeficiente octanol/agua la validacion arroj6 que los plaguicidas validados
tienen un promedio de 2,9 + 1,4, frente a los parcialmente validados 2,7 = 1,6 y no

validados de 1,8 £+ 1,4 lo que coincide con el analisis del CART.
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Figura 6. Boxplot de los valores de las propiedades fisicoquimicas de los compuestos
no validados (0) y los compuestos validados (1). Se compara la distribucion entre
ambos grupos del coeficiente octanol agua (Octanol Agua), la Masa molecular, el
coeficiente de lixiviacion (GUS), la constante de volatizacion de Henry, el Efecto
Matriz calculado en la validacion y la constante de adsorcién (Koc). Los segmentos
verticales punteados representan 1.5 x RIC y los datos que son considerados extremos

se muestran como circulos.
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ves FMASAMOLECULAR >= 356‘| no

Sl
0.56
77%
OCTANOLAGUA < 2.5/
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027
32%
—EM < -3.3—
NO NO S Si
0.09 0.09 0.75 0.76
23% 23% 9% 45%

Figura 7. Arbol de clasificacion CART para los agroquimicos evaluados (n = 47)
generado a partir de los parametros fisico-quimicos evaluados en esta tesis. Masa
molecular de los plaguicidas, coeficiente octanol agua, efecto matriz (EM). Validados
(S, no validados (NO). La fraccién indica el nimero de casos validados (Sl1) y porcentaje
del total de datos que incluye cada nodo u hoja terminal, el valor en porcentaje (%) indica
la fraccion de namero total que tiene el nodo. Por ejemplo, luego del nodo raiz, a la

izquierda los casos con masa molecular mayor o igual a 356 generan una hoja con el 23%
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de los casos totales donde predominan casos los NO validados (91%) vy el restante 9%
son casos si validados mal clasificados.

En Gltima instancia se probaron modelos (tabla 7) con la finalidad de predecir el posible
resultado de una validacion tomando en cuenta las mismas variables explicativas. Cuando
se trabajo con Random Forest lo primero que se evalud fue la importancia de las variables,
y se denota que masa molecular y el Kow son las més importantes de las que se
consideraron para determinar si un compuesto queda validado o no (figura 8). Esto
coincide con los resultados del CART ya que son las primeras variables que considera en

el arbol.

MASAMOLECULAR =
OCTAMNOLAGUA =
SGUS =

Em =
COMNSTANTEHEMNRY =

T T T T T T T
O 1 2 3 4 T L]

MeanDecreaseGini

Figura 8. Importancia de las variables consideradas (masa molecular, coeficiente
octanol/agua, GUS, efecto matriz, y constante de Henry) en la particion de arboles de
clasificacicon con el método de Random Forest, para predecir si un compuesto sera

validado o no.
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Todos los modelos estadisticos realizados en esta tesis para predecir el resultado de la
validacion arrojan un alto error (tabla 7). Podemos suponer que GLM tiene alto error
porque no se ajusta a un modelo lineal, y que en las restantes el bajo nimero de casos
incide, ya que los modelos de aprendizaje automético fueron creados para trabajar con

miles de datos.

Tabla 7. Modelos estadisticos realizados en esta tesis para predecir el resultado de una

validacion, media del error de clasificacion con su respectivo desvio.

Media
CART 0,49+0,13
RF 0,44+0,12
Boosting 0,46x0,04
GLM 0.49+0,13

Discusién

Validacion QUEChERS

Se pudieron extraer compuestos de diversas familias de plaguicidas con propiedades
fisicoquimicas diversas. EI método puesto a punto permitio extarer de forma eficiente a
méas de la mitad de los agroquimicos considerados (28 de 58) (tabla 2) y en forma
adecuada para otros 18 (tabla 3). De los restantes compuestos, 4 no aparecieron en ningun
cromatograma y los otros 8 se recuperaron pero no cumplen las exigencias de la guia
SANTE necesarias para poder validarse (tabla 4).

Entre los factores que influyen el rendimiento de la extraccion estan el tiempo de
extraccion, el procedimiento y la agitacion, asi como el tipo de solvente de extraccion

(Tsiantas et al., 2023). En esta investigacion se realizo agitacion manual combinada con
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Shaker durante el proceso de dSPE, incorporar agitacion ultrasénica podria mejorar la
extraccion (Salem et al., 2016), que es la utilizada en el método que se baso el trabajo.
Esto seguramente influy6 en el porcentaje de recuperacion de algunos compuestos, por el
andlisis del CART (figura 7) los de mayor masa molecular como Bispirivac, Bifentrin,
Clorantraniliprole y Azoxistrobin, que son compuestos que quedaron en el limite para
estar validados completamente. Si bien cuando se hace el test de razones de verosimilitud
ninguna propiedad fisicoquimica es relevante para explicar si el compuesto queda
validado o no, la masa molecular esté en el limite (p=0,056), similar a lo que nos arroja
el resultado de GLM donde ninguna variable da significativa pero la masa molecular esta
muy cerca de serlo (p=0,06) (tabla 6). La relativa menor masa molecular de los
compuestos validados pudo haber influido también en el masa masa, dato que no podemos
concluir en esta tesis.

Uno de los factores que puede crear dificultades en el anélisis es el grado de complejidad
de la matriz, que puede generar interferencias cromatograficas. Si estas interferencias no
se anulan, los resultados obtenidos mediante técnicas cromatograficas pueden ser falsos
negativos o positivos. En el sistema LC-MS/MS, esta influencia se produce
principalmente en la etapa de ionizacion, donde el co-extractivo compite por la ionizacion
con el analito, como consecuencia la sefial cromatografica del analito puede suprimirse o
aumentarse, interfiriendo en consecuencia con la precision (Pereira, 2019). Por este
motivo es importante tener en cuenta el EM. En 13 compuestos validados el EM fue
mayor a 20 % o menor a -20 %, y en 21 de los no validados o parcialmente validados, un
total de 34 compuestos tuvieron un efecto matriz fuera de lo que establece la SANTE
como apto para ser cuantificado por curva en solvente, datos similares surgieron de

Cassoli et al (2019) para sedimentos del Rio San Lourenco.
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Otra de las causas reportadas que limitan la recuperacion de algunos plaguicidas es el pH
de la matriz debido a fendmenos de degradacion o ionizacién. Esto es valido para
agroquimicos con propiedades acido base muy variadas que posteriormente influyen en
la particién agua/acetonitrilo. Es de destacar que algunas moléculas de agroquimicos
tienen mas de una fraccion acido base, como compuestos nitrogenados y grupos
carboxilicos, que dan lugar a compuestos cargados con valores de pH diversos. Esto hace
muy desafiante identificar cual es el pH déptimo para su recuperacion. Ademas las
propiedades intrinsecas de las matrices afectan la recuperacion, por lo que se recomienda
en muchos casos agregar sustancias buffer, como citrato o acetato, para mejorar la

recuperacion en ciertas matrices (Bruzzoniti et al., 2014).

Validacion de extraccion de agroquimicos en agua con SPE Oasis

No se pudieron validar compuestos con este método. La elucidn de la extraccion se puede
hacer con acetonitrilo y con metanol. En este caso fue con el primero lo que pudo haber
influido en la recuperacion de los compuestos. También pudo haber un error de flujo no
detectado en la bomba que haya generado canales preferenciales en los cartuchos y no

hayan retenido los plaguicidas.
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Conclusibnes y perspectivas

Los analisis confirmaron que la metodologia fue extremadamente selectiva.

Se pudieron validar 28 agroquimicos frecuentemente usados en Uruguay para extraer
mediante QUEChERS en sedimento de una cuenca costera. Ademas hay 18 compuestos
que se recuperan segun las exigencias a un nivel y estan al limite en otro, por lo que
igualmente se puede usar esta metodologia de extraccidn para cuantificarlos haciendo una
correccion como lo establece la guia Sante en la seccién G6.

Se evidencio que las variables masa molecular y coeficiente octanol agua son importantes
en el resultado de una validacion.

Se visualizaron diferencias estadisticamente significativas entre las varianzas de los R?

de los compuestos validados y los no validados.
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Capitulo 2. Cuenca del Arroyo Maldonado: Identificacion de Plaguicidas en Aguay

Sedimento y Evaluacion de Riesgos para la Comunidad Macrobentonica

Introduccion

Cuencas y usos de suelo

Las cuencas deben estudiarse, gestionarse y monitorearse como una unidad integrada
(Aguirre Nufiez, 2011). Esto es fundamental para el céalculo de los balances hidricos,
evaluar procesos de sedimentacion, transporte y acumulacion de contaminantes. Las
cuencas actlan como un sistema por el cual, cualquier alteracién incidira tanto en el
funcionamiento global como en el de sus componentes (Achkar et al., 2016). Por esto, un
correcto manejo y una adecuada gestion ambiental de los cuerpos de agua, debe integrar
la informacion a nivel de cuenca, de manera de caracterizar desde el punto de vista fisico,
bioldgico y socioecondémico el uso de recursos y los impactos antropicos (Acosta, 2013;
Korytny, 2017).

Los patrones de uso de la tierra influyen fuertemente en el aporte de nutrientes y
sedimentos a los cursos de agua. Las mayores cargas de nutrientes se asocian a los altos
niveles de uso de la tierra agricola y urbana (Daramola et al., 2022), lo que aumenta la
materia organica, la contaminacion por agroquimicos y la sedimentacion (Suga y Tanaka,
2013). La expansion del uso de tierra agricola, ha alterado la dinamica de los nutrientes
dentro de las cuencas debido al uso de fertilizantes y plaguicidas (Cornejo et al., 2019).
En estudios de la cuenca del Rio Negro, la agricultura fue sefialada como la principal
forzante estructuradora, de la composicion fisicoquimica del agua y la calidad del
ambiente, por encima de los factores naturales. Las consecuencias constatadas fueron
todas negativas e incluyeron la pérdida de la zona riberefia, la degradacion del canal, el
aumento de la eutrofizacion, la pérdida de biodiversidad y el aumento relativo de las

especies mas tolerantes (Arocena et al., 2018).
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La relacion entre el uso de la tierra y los ecosistemas fluviales también varia con el tamafio
de la cuenca ya que el impacto del uso en la calidad del agua de los arroyos y los
organismos acuaticos varia en diferentes escalas espaciales (Lee et al., 2023). En areas
urbanas, el exceso de nutrientes, metales pesados y compuestos organicos, fluyen hacia
los ecosistemas fluviales debido al aumento de superficies impermeables, como
pavimentos y techos (Wicke et al., 2021). Esto puede generar el Ilamado sindrome de los
arroyos urbanos (Booth et al., 2016) es decir cauces de agua que son altamente
impactados por contaminacion antropica al pasar por una ciudad.

Los impactos ambientales debidos a cambios en el uso de la tierra también se han
relacionado estrechamente con los niveles de contaminantes de los sedimentos de los rios,
afectando principalmente la estructura de las comunidades de agua dulce (Mo et al., 2023)
en especial a las comunidades bentdnicas (Brontowiyono et al., 2022). Pero el
desconocimiento de las condiciones bioticas y abidticas imperantes previo de la alteracion
es una de las principales dificultades para evaluar impactos ecoldgicos causados por la

accion humana sobre los sistemas fluviales (Bain et al., 2000).

Plaguicidas en los cauces de agua

El movimiento de los plaguicidas por el medio acuatico, desde su ingreso al sistema, su
permanencia y finalmente su salida, depende del area de la cuenca, del caudal del cuerpo
de agua y de la fuente de contaminacion tanto en el espacio como en el tiempo (Topaz et
al., 2018). La introduccion de agroquimicos en los cuerpos de agua representa una
amenaza para los organismos (Ernst et al., 2018), pone en riesgo los ecosistemas y sus
efectos pueden extenderse a los ambientes terrestres a lo largo de las redes troficas
(Escobedo et al., 2024). Dicha contaminacion puede proceder de fuentes difusas, o de
fuentes localizadas. La difusa implica la presencia de contaminantes a baja concentracion

en un area extensa y por periodos prolongados. Las consecuencias de la contaminacion
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difusa dependeran de la magnitud de los procesos de adsorcion, movilidad y degradacion
que experimentan los agroquimicos. Cuando los plaguicidas ya se encuentran en la
corriente de agua, pueden ser transportados de dos formas. Una es por dilucion en el agua
(hidrofilico) y la otra es adherida a particulas que viajan con la corriente (hidrofobico),
esto implica que los plaguicidas pueden viajar grandes distancias antes de descomponerse
(Walker et al., 2001).

Los plaguicidas no se comercializan como un principio activo puro, sino que lo hacen en
formulaciones que incluyen sustancias que actian como vehiculo para incrementar la
efectividad de aplicacion y facilitar la manipulacién y almacenamiento. Estos pueden ser
coadyuvantes que incrementan y potencian la actividad biocida (Yi et al., 2022),
surfactantes o tensioactivos para reducir la tension superficial de las gotas, aceites para
que penetren més facilmente las membranas bioldgicas, adherentes para que se adhieran
mejor a la planta, y también aditivos, como colorantes, esencias, espesantes y
anticongelantes.

La existencia de plaguicidas o sus metabolitos en sedimentos, suelos y agua dependen de
sus propiedades fisicoquimicas, del nimero de aplicaciones, de las caracteristicas de la
cuenca (pendiente, suelos, salinidad, caudal, etc.) y del régimen pluviométrico (Muller et
al., 2007; Nafez et al., 2007). Las propiedades quimicas de los plaguicidas como la
estructura molecular o su pH, varian su comportamiento al ingresar a las matrices. Hay
que destacar que una de las propiedades méas importantes implicadas en la adsorcion y
transporte es la constante de particion Octanol/Agua (Kow) que nos indica que a valores
de log Kow mayores a 3, el compuesto tendra una mayor afinidad por matrices lipofilicas
(Olave, 2019) por lo que afecta el potencial de bioacumulacion en tejidos (Narayanan et
al., 2024). Ademas compuestos con alto Kow tienden a unirse a particulas suspendidas

en el agua, y depositarse en el sedimento (Pérez Parada et al., 2018). Tambien influye en
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la particion preferencial en el ambiente como agua/sedimento, por lo que juega un rol
fundamental en el destino ambiental del compuesto (Rathore y Nollet, 2012). Hay que
considerar que la concentracién ionica del agua puede aumentar el coeficiente de
particion octanol-agua, lo que provoca que muchos compuestos presenten mayor log Kow
y menor solubilidad en agua salina en comparacion con agua dulce (Saranjampour et al.,
2017; Hutton et al., 2021). Esto complejiza el anélisis del comportamiento de dichos
quimicos en sistemas estuarinos.

El indice de lixiviacion (GUS) es la capacidad del quimico de ingresar y movilizarse por
aguas subterraneas. Los plaguicidas son clasificados como lixiviadores cuando el valor
es > 2.8, no lixiviadores si el indice es < 1,8 y de transicién cuando presenta valores entre
1,8 y 2,8. Otra caracteristica de los agroquimicos a considerar es el coeficiente de
adsorcién de carbono orgéanico (koc), una medida de las tendencias de un compuesto
organico a ser retenido por los suelos o sedimentos. Si tiene un koc elevado el plaguicida
tiende a fijarse fuertemente a la materia organica del suelo (Chiou et al., 1983). Por otro
lado la vida media del quimico es el tiempo requerido para que un plaguicida se degrade
a la mitad de la concentracion original. La vida media puede también determinar el grado
en que un agroquimico se acumula en el sedimento, suelo y el agua. Aquellos con vida
media mas prolongadas son propensos a acumularse y aumenta la posibilidad de
contaminar las aguas subterraneas adyacentes, las aguas superficiales, la vegetacion y los
animales (Narayanan et al., 2024). La persistencia es la capacidad de cualquier plaguicida
para retener sus caracteristicas en el medio en el cual es transportado o distribuido,
durante un periodo limitado después de su emision. La persistencia es un factor
significativo para visualizar el riesgo ecologico a largo plazo (Narayanan et al., 2024).
De hecho, los contaminantes con valores de Kow mas altos y de mayor persistencia se

consideran contaminantes prioritarios (Ernst et al., 2018). Con el tiempo casi todos los
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plaguicidas se descomponen o se degradan, ya que cuando entran a los ecosistemas
interactian con factores bidticos y abidticos. Los factores abidticos (foto-
descomposicion, hidrolisis) pueden contribuir a la descomposicion o a la adsorcion de los
quimicos por la materia organica y sedimentos. Por otra parte, la interaccion con factores
bidticos ocasiona la adsorcion, metabolizacion y acumulacion en organismos lo que a su
vez puede alterar las comunidades bi6ticas del agua (Schafer et al., 2011). Estos factores
bidticos determinan el destino y toxicidad del quimico (Narayanan et al., 2024).

Dado la mayor frecuencia de muestreo de plaguicidas en agua a nivel mundial, existe la
preocupacion de que la presencia de plaguicidas hidréfobos pueda ser malinterpretada o
subestimada, esto ha fomentado los muestreos en tandem de multiples matrices para
obtener un mejor conocimiento de la prevalencia y el destino de dichos compuestos en
todo el medio ambiente. Estudios recientes demostraron cdmo el muestreo en tindem de
agua y sedimentos produjo un panorama mas completo de la contaminacion por
agroquimicos en arroyos argentinos (Toth et al., 2024). La particién de los agroquimicos
entre las particulas suspendidas y la fase acuosa no puede alcanzar un equilibrio durante
el transporte debido al tiempo insuficiente para el reequilibrio por lo que es dificil
predecirla, por lo tanto, la medicidn directa de los plaguicidas en todas las fracciones por
separado es de gran relevancia (Wei et al., 2021). La informacion individual de los
agroquimicos en la fase disuelta del agua, particulas suspendidas y sedimentos
depositados podria ser valiosa para calcular el flujo de los mismos entre maultiples
matrices, comprender su destino ambiental y dilucidar los posibles riesgos.

Los datos disponibles sobre niveles de plaguicidas en el ambiente en Uruguay son
mayoritariamente de aguas superficiales. También se han realizado monitoreos en peces

(Ernst et al., 2018), en sedimento (Muniz et al., 2015; Novoa et al., 2024) y en dos
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matrices como son agua y pesces en forma paralela (Rodriguez-Bolafia et al., 2023), pero
hasta el momento no se ha realizado en forma conjunta en agua y sedimento.

Los sedimentos son capaces de almacenar contaminantes a largo plazo, lo que nos
proporciona un registro historico de la contaminacion por diferentes sustancias de
distribucion ambiental (Cassoli et al., 2019). A menudo reflejan la contaminacion a largo
plazo del agua y pueden utilizarse para evaluar el efecto de las actividades humanas que
presentan alteraciones lentas en su patron de contaminacion (Pinto et al., 2016). Son el
sumidero principal de los contaminantes en estuarios y ecosistemas marinos (Arizzi et
al., 2006). Cuando tienen gran cantidad de materia organica actian como captadores de
agroquimicos (Pérez Parada et al., 2018) y posteriormente en el intercambio sedimento
agua, el sedimento actia como una importante fuente de emision secundaria de estos
compuestos (Cui et al., 2020; Alonso, 2024). La materia organica particulada que se
localiza en las fracciones granulométricas superiores a 50 pm, tiene gran importancia en
la adsorcién de plaguicidas a corto plazo (Krutz et al, 2005).

Se ha visto que las cargas de contaminantes son mas altas en las fracciones de tamafio de
grano fino (Opel et al., 2011), por lo que los sedimentos limo-arcillosos tienen
importantes consecuencias ecoldgicas y ambientales relacionadas con la biota y la
deposicion de contaminantes (Muniz et al., 2015).

El anélisis de sedimentos deberia ser incluido en los estudios del ambiente porque son el
resultado de la integracion de todos los procesos (bioldgicos, fisicos y quimicos) que
ocurren en el sistema acuatico (Tundisi, 2003). Pero la determinacion de contaminantes
organicos en muestras de sedimentos es compleja, incluyendo procesos de extraccion y
pasos de purificacion antes del analisis. El principal paso critico en dicha matriz es la
extraccion gque necesita un solvente y una técnica adecuada para obtener recuperaciones

aceptables (Salem et al., 2016). Como se menciono en capitulo 1 existen diversos métodos
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de extraccion y cuantificacion de plaguicidas segun la matriz en estudio y el plaguicida

que se esta buscando.

Comunidades macrobentdnicas

Las comunidades bentonicas se estructuran en base a la variabilidad ambiental y los
rasgos biologicos exhibidos por los organismos (Bremner et al., 2003) por lo que
comprender la relacién entre dicha comunidad y los factores ambientales puede ayudar a
predecir el impacto de las perturbaciones inducidas por el hombre (Dong et al., 2021).
Los factores fisicoquimicos del medio acudtico, como pH, conductividad, oxigeno
disuelto y temperatura, son determinantes en la distribucion de los macroinvertebrados
acuaticos y son ademas los parametros a los que los organismos son mas sensibles
(Morelli y Verdi, 2014). Los organismos bentdnicos estan asociados a la composicion del
sedimento, y el cambio de las caracteristicas de esta matriz puede provocar cambios en
su comunidad (Lenihan y Micheli, 2001). Una mayor disponibilidad de materia organica,
por ejemplo, se asocia con una mayor disponibilidad de alimento para determinados
grupos benténicos (Dauvin et al., 2004). Por el contrario, la presencia de contaminantes
en la columna de agua y los sedimentos comprometen la diversidad bioldgica y el
funcionamiento de los ecosistemas acuaticos (Arimoro et al., 2024). Los organismos
acuaticos pueden bioacumular algunos contaminantes en mas de 1°000.000 de veces las
concentraciones detectadas en la columna de agua, al ser los sedimentos sumidero y
depdsito para los contaminantes, los organismos bentdnicos pueden estar expuestos a
mayores concentraciones (DelValls et al., 2007). Incluso cuando la fraccion disuelta de
un contaminante puede ser muy baja y a veces indetectable, una exposicion muy larga
puede dar lugar a su acumulacion por parte de los organismos (Rodriguez, 2015)
especialmente para los contaminantes hidrofébicos. Dados los grandes volumenes de

aplicacion de agroquimicos existe un gran impacto en estas comunidades (Schafer et al.,
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2011) y en la fauna de niveles superiores de la red tréfica que se alimenta de ellos
(Baldwin et al., 2009; Trama, 2014).

Las comparaciones de las estructuras de las comunidades bentdnicas en diferentes
paisajes (ej. urbano o rural, con actividad agricola si 0 no , etc.) proporcionan cierta
evidencia de los efectos adversos de los agroquimicos, pero la dificultad con este tipo de
estudios es demostrar que los impactos observados se deben a los plaguicidas y no son
consecuencia de otras diferencias en el manejo de la tierra (por ejemplo, régimen de
laboreo, uso de fertilizantes, presencia o ausencia de vegetacion riberefia) o debido a
factores estresantes coexistentes (Maltby y Hills, 2008).

Los efectos nocivos de los agroquimicos son minimizados por algunos organismos
mediante biotransformacion, bioactivacion y posterior eliminaciéon debido a mecanismos
de desintoxicacién (Lushchak et al., 2018). Dichos mecanismos de desintoxicacion
pueden desequilibrar el estado 6xido reductor de las células conduciendo al aumento de
radicales de oxigeno (ROS) lo que se conoce como estrés oxidativo. Las enzimas que se
activan para disminuir dichos radicales, pueden ser usadas en algunos casos como
biomarcadores de contaminacion (da Silva et al., 2024).

Organismos pertenecientes al fitoplancton, zooplancton, perifiton, peces, y los
macroinvertebrados, han sido utilizados anteriormente para monitorear la calidad del
agua. Los macroinvertebrados bentonicos son los mas utilizados (Junio Da Silva y Pinto,
2023; Arimoro et al., 2024), ya que permiten integrar informacion temporal y espacial al
responder a diferentes tipos de perturbaciones (Allan, 2004) y debido a su posicién en la
interface agua/sedimento y sus habitos relativamente sedentarios son considerados
indicadores poderosos en la caracterizacion estos ecosistemas (Hawkes, 1980; Muniz et
al., 2013). Ademas estan en contacto estrecho con las sustancias toxicas que se encuentran

en el sedimento, por lo que actian como monitoreadores continuos del lugar que habitan
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(Rosenberg y Resh, 1993). El concepto de bioindicador aplicado a la evaluacion de
calidad de agua, es definido como una especie, poblacion o comunidad, que tiene
requerimientos especificos con relacién a un conjunto de variables fisicas o quimicas
conocidas, de tal modo que la ausencia o los cambios en nimero de individuos,
morfologia, fisiologia 0 comportamiento indican que las variables fisicoquimicas dadas
estan fuera de sus limites preferenciales (Roldan, 1999).

Las adaptaciones a diferentes condiciones ambientales y los limites de tolerancia a las
posibles perturbaciones, dan las caracteristicas a ciertos grupos que podran ser
considerados como bioindicadores por no soportar variaciones en la calidad del agua
(Ephemeroptera, Plecoptera, Trichoptera), mientras que organismos tolerantes
(Quironomidos, Oligoquetos), son caracteristicos de agua contaminada por materia
orgénica (Roldan, 1999; Rosales y Sanchez, 2013). Los crustaceos en particular son
organismos abundantes y comunmente encontrados en todo el mundo y han sido
considerados aptos para el monitoreo bioldgico de estos sistemas (Wenner, 1988). Dentro
de esta subclase, los Anfipodos han demostrado ser buenos indicadores de contaminacion.
Por ejemplo se ha visto que la exposicion a concentraciones ambientales muy bajas del
piretroide Cipermetrina provoca cambios en el comportamiento locomotor del Anfipodo
Gammarus pulex, como aumento en la velocidad, en el movimiento y en la proporcion de
tiempo que pasan nadando, lo cual estaria relacionado a un comportamiento de evasion
de la zona contaminada (Norum et al., 2011). Los bivalvos Corbicula fluminea y
Scrobicularia plana, también han sido ampliamente utilizados como organismos
centinela en programas de biomonitoreo de éareas de agua dulce y costeras

respectivamente (Sousa et al., 2008).
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Riesgo ecologico

La Evaluacion de Riesgo Ecoldgico (ERA) de contaminacion por plaguicidas es una
herramienta fundamental para analizar la contribucion de la toxicidad potencial de estos
compuestos en los organismos acuaticos. En ellas se utilizan indicadores para relacionar
la concentracién del compuesto en el ambiente y los efectos ecotoxicoldgicos observados
en especies centinelas (Allinson et al., 2015). Existen diversos métodos para realizar una
evaluacion de riesgos. Dentro de los mas populares podemos citar la Evaluacion
Probabilistica del Riesgo (PRA) y la del Cociente de Riesgos (RQ) (Rodriguez Bolafia et
al., 2024). El PRA considera las diferentes sensibilidades de las especies a los diferentes
plaguicidas y genera una distribucion de sensibilidades (Maertens et al., 2022). Por otra
parte el RQ se basa en calcular la relacion entre la concentracién ambiental de un solo
plaguicida y la concentracion prevista sin efecto (Wei et al., 2021), a partir de datos de
ecotoxicidad de sustancias en diferentes niveles troficos. EI RQ implica dos
extrapolaciones, primero la de los datos experimentales de toxicidad para las especies
probadas después de una cierta duracion de la exposicion, que se implementa para
sustancias individuales mediante el célculo de la concentracion sin efecto prevista
(PNEC) utilizando un factor de evaluacion (AF) y segundo la extrapolacién de una sola
sustancia a mezclas quimicas sumando los RQ y asi poder tener un resultado mas acabado
del riesgo total del sitio (Palma et al., 2014). EI RQ es ampliamente utilizado para generar
marco regulatorio en muchos paises, incluso en Uruguay es el método utilizado para la
habilitacion de un nuevo fitosanitario (Rodriguez Bolafa et al., 2024). Sin embargo hasta
el momento solo hay dos estudios reportados de evaluacion de riesgos con RQ en nuestro
pais. El primero que evaluo el riesgo en la Laguna Rocha y la Laguna de Castillo (Griffero
etal., 2019) y otra del pasado afio en la Laguna del Cisne (Rodriguez Bolafia et al., 2024),

ambos enfocados en la matriz agua.

66



Ecosistemas estuarinos

Los estuarios son &reas de transicion entre las condiciones mas estables de las zonas
marinas y de agua dulce adyacentes, exhibiendo intensas fluctuaciones en sus parametros
fisicos y bioldgicos (Day, 1980). Tal es asi que las caracteristicas del estrés antropogénico
coinciden con las del estrés natural, generando lo que se conoce como la "paradoja de la
calidad estuarina”. Esta paradoja refiere a que las comunidades bentdnicas estuarinas
estan sometidas normalemente a un estrés similar al de &reas con estrés inducido por
contaminacion antrépica (Elliott y Quintino, 2007). Eso hace que bioindicadores y
biomarcdores de estrés ambientales puedan presentar resultados sesgados debido al estrés
natural.

Las caracteristicas geoquimicas de estos ecosistemas favorecen la formacion y
sedimentacion de materia organica particulada, haciendo de los estuarios trampas ideales
para los contaminantes. Son receptores de la gran mayoria de contaminantes que llega a
los cauces de agua, puntuales o difusos (Libes, 1992; Cuevas et al., 2018) que luego
pueden exportar a otros ecosistemas. Las variaciones en la salinidad tipicas de dichos
ecosistemas pueden afectar a las propiedades fisicoquimicas y, en consecuencia, el
destino y la toxicidad de los contaminantes acudticos (Hutton et al., 2021). Algunos
agroquimicos se bioacumulan mas en agua salada que en agua dulce, presumiblemente
porque un aumento en la salinidad reduce la solubilidad acuosa de los contaminantes
organicos en ciertos casos (Saranjampour et al., 2017).

La fauna bentonica estuarina responde a diferentes factores ambientales, como el tipo de
sedimento, la presencia de contaminantes y el enriquecimiento orgéanico, y las diferencias
en el ambiente fisico-quimico entre otros factores. Sin embargo la salinidad es el principal
factor abiotico determinante de la composicion de estas comunidades (Attrill y Rundle,

2002).
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Ademas de la importancia del macrobentos en las cadenas tréficas estuariales, estos
organismos también contribuyen significativamente a la biodepositacion y regeneracion
de nutrientes inorgéanicos. Actividades como la construccion de taneles y su ventilacion,
el nado y la alimentacién de los organismos bentdnicos, producen removilizacién de las
sustancias quimicas presentes en el sedimento y resuspension de particulas hacia la
columna de agua (Rand et al., 1995). También desestabilizan los sedimentos y los irrigan
con corrientes de alimentacion (Day et al., 1989).

A pesar de la importancia ecoldgica de los estuarios, es escasa la informacion de
exposicion y toxicidad para muchos plaguicidas en la mayoria de sus especies, lo que
dificulta realizar evaluaciones de riesgo (Hutton et al., 2021).

Es sabido que el cambio climatico global tendrd una amplia gama de efectos en los
habitats estuarinos, entre los que se podrian destacar el aumento potencial de la
temperatura y salinidad del agua (DeLorenzo et al., 2011), alterando entre muchos
factores los potenciales riesgos de los contaminantes, lo que realza la importancia de
conocer sus estructuras bioldgicas actuales para poder dimensionar las posibles

modificaciones y generar estrategias de amortiguacion.

Conocimiento actual de la cuenca del arroyo Maldonado

En la cuenca del Arroyo Maldonado se conocen multiples fuentes potenciales de
contaminacion por plaguicidas y otros quimicos. Por citar algunas existe un tambo
intensivo de gran envergadura con méas de 1000 vacas en ordefie por dia, varias hectareas
destinadas al enterramiento de residuos domiciliarios, zonas de cultivo de olivares y
forestal, asi como también ganaderia extensiva. Sumado a esto, tres centros poblados a
los margenes de los cauces de agua, algunas con sistemas de saneamiento inexistentes o
presentes pero insuficiente desde el punto de vista de la calidad del agua, tal es el caso en

la ciudad de San Carlos con el arroyo que lleva su mismo nombre (Gonzélez, 2021). A
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pesar de lo mencionado, son escasas las investigaciones en esta area de estudio y
generalmente estan enfocadas sobre alguna zona en particular de la cuenca. Son ejemplo
de ello lo realizado por Villarmarzo et al (2021) que estudié macrofauna benténica de
lagunas costeras y estuarios, y el de Fernandez et al (2021) que estudiaron la diversidad
de anfibios en la Alameda. También hay estudios sobre el cangrejal del humedal del
Arroyo Maldonado (Delgado, 2023), y sobre Austrolebias charria (Teixeira de Mello et
al., 2021) entre otros. A nivel de toda la cuenca, podemos nombra la evaluacion de
coliformes fecales realizada por Gonzélez en 2021 y ensayos de estrogenecidad por
Bertone en 2024, que fueron realizados en forma conjunta con esta investigacion.

Lo anteriormente descrito permite resaltar la importancia de tener un conocimiento méas
detallado de las caracteristicas fisicoquimicas y biol6gicas de la cuenca y evaluar cuales

plaguicidas estan llegando a sus causes de agua.

Objetivo general:

Analizar la presencia de agroquimicos en el sedimento y agua de la cuenca del arroyo

Maldonado, y evaluar el riesgo ecolédgico asociado a su presencia en el ecosistema.

Objetivos especificos

e Realizar una caracterizacion ambiental del arroyo Maldonado desde las
nacientes hasta la desembocadura.

e Analizar la presencia de agroquimicos en agua y sedimento de la cuenca.

e Determinar si los pardmetros fisicoquimicos de la cuenca inciden en la
acumulacién de agroquimicos en el sedimento y la concentracion en agua.

e Identificar a nivel de Orden las comunidades macrobenténicas de la

cuenca.
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e Evaluar el riesgo ecotoxicoldgico con los plaguicidas detectados.
e Detectar posibles Ordenes de la comunidad macrobentonica que puedan
ser potencialmente utilizadas como indicadores de contaminacion por

plaguicidas

Hipdtesis:

e H: La comunidad macrobentonica cambiara a lo largo de la cuenca segun el
gradiente de salinidad por las diferencias de gradiente osmotico, especies
estenohalinas dulceacuicolas estaran distribuidas en zonas de agua dulce
(nacientes y zona media), mientras que especies tolerantes a los cambios de
salinidad (eurihalinas) se encontraran en la zona de la marisma (cuenca baja).

e Hy El gradiente de salinidad en la cuenca del Maldonado determinard la particion
agua/sedimento de los plaguicidas ya que la salinidad afecta la solubilidad de los
compuestos.

e Hz El grado de exposicion de la comunidad bentonica a los agroquimicos estara
determinado por la particién agua/sedimento de estos Gltimos y por los habitos

alimenticios de los organismos (sedimentivoro/detritivoro vs filtradores).

Materiales y métodos

Area de estudio

La cuenca del Arroyo Maldonado es una de las 13 cuencas con las que cuenta el
departamento. Tiene una extension de 1.486 km?, y sus principales tributarios son el
arroyo Maldonado y el San Carlos (figura 9). La sub cuenca del Arroyo Maldonado
propiamente dicho es un curso fluvial situado en la region Sud Este de nuestro pais, cuenta

con una extension de 1367 km?, desde su naciente en Sierras de Carapé (Maldonado),
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hasta la desembocadura en el océano Atlantico. La alta subcuenca del arroyo San Carlos
nace a la altura méxima del Uruguay: el cerro Catedral (513.6 m). Luego discurre hacia
el sur, corriendo paralelo a la ruta nacional 39 (situada al occidente del arroyo),
atravesado por la ruta nacional 9 e inmediatamente bordea el este de la ciudad de San
Carlos, aguas abajo de la Alameda, confluye con el arroyo Maldonado. Desde dicha
confluencia hasta su desembocadura en el océano Atlantico la cuenca alberga un humedal
salino que cubre una superficie de aproximadamente 13 km?. Este es uno de los dos
humedales salinos mas importantes que tiene el Uruguay, junto con el de Laguna José
Ignacio (Isacch et al., 2006). Dicha zona, presenta &reas declaradas como reserva
departamental por Decreto N° 3931/2015 el cual crea el “Eco Parque Metropolitano del
Humedal del Arroyo Maldonado”. Cuenta con sitios de patrimonio litico con restos
arequeoldgico de ocupacion humana pre historica. Es un area designada como de altisima
relevancia para las aves, ademas de ser una zona clave para la pesca artesanal, y un lugar
iconico para el esparcimiento y turismo.

La cuenca del arroyo Maldonado es limnica en sus nacientes, y a medida que se acerca a
la region marino costera se convierte en un ecosistema estuarino.

A los efectos de este estudio la cuenca se dividid en zonas baja 0 marisma, media y alta
(nacientes) (figura 9). Se tomaron muestras de 19 sitios representativos de toda la cuenca
(tabla 8).

Se realizaron muestreos en sitios previamente definidos, tanto antes como después de
puntos de posible contaminacion por agroquimicos, tomando como base mapas de usos
de suelo (figura 10) y el conocimiento empirico de la zona por parte del equipo de
muestreo. Como condicion imprescindible para realizar el muestreo se determino que no
hubiese llovido en por lo menos los ltimos 7 dias. Los muestreos se realizaron durante

el invierno (julio, 2019), primavera (septiembre, 2019) y verano (enero, 2020).
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Tabla 8. Sitios muestreados, zona de la cuenca, descripcion del lugar, latitud, longitud y

altura en metros de sitios de muestreo.

Sitio Zona cuenca Descripcion Latitud Longitud Altura
sobre
nivel del
mar (m)

1 Baja/marisma Desembocadura 3454598 54 5154 W 0

2 Baja/marisma Puente de LaBarra 345435S 5452 26 W 3

3 Baja/marisma  EIl Tesoro 345413S 5452 33 W 2

4 Media Cafiada “Bl 3451338 5452 14 W 6

aleman”
5 Media Alameda 344807 S 54 54 49 W 4
6 Media Cafiada Perimetral 345406 S 54 5534 W 2
Maldonado

7 Media Arroyo San Carlos 344609 S 54 54 07 W 4
por ruta 9

8 Media Cafada urbana San 344754 S 54 5538 W 4
Carlos

9 Media Despueés de 344851S 54 57 09 W 6

vertedero

10 Media Abra Perdomo 344403S 5459 17 W 21

11 Media Haras 344906 S 5500 15W 25

12 Media Después de Tambo 344759 S 5458 02 W 7

13 Alta Antes de Tambo 344658 S 550032 W 34

14 Alta Olivares 3434408 550326 W 94

15 Alta Naciente 343245S 5506 12 W 187

Maldonado

16 Alta Herbacea 343330S 54 55 49 W 67

17 Alta Paso Lopez 343230S 54 48 55 W 68

18 Alta Forestal 342646 S 54 4545 W 161

19 Alta Naciente San 342346S 54 46 42 W 192

Carlos
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Cerro Catedral
Nacientes arroyo San Carlos

Nacientes arroyo Maldonado Forestacion

Zona alta

Leyenda

[] Cuenca A° Maldonado
® Puntos de muestreo
——— Cursos de agua

Olivar
/\ San Carlos

D Maldonado

Efluentes OSE

0 5 10 15 20 km
I I ]

Zona media

Relleno sanitario

T

Desembocadura Océano Atlantico

Zona baja

Figura 9. Cuenca hidrologica del arroyo Maldonado. Puntos rojos indican los sitios de
muestreo. Sitios del 1 al 3 corresponden a la marisma, 4 al 12 cuenca media, y 13 al 19
cuenca alta. Se sefialan usos de suelo de posible contaminacién de la cuenca: Ciudades
de San Carlos y Maldonado, relleno sanitarios, Haras, Tambo, Olivar, Forestaciones y

salida de efluentes de planta de tratamiento de OSE.
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Cobertura del suelo 2018
Pastizal

Bl sosue

Mezda de campo natural, pasturas y rastrojos
= Bailados

Canteras, areneras, minas a cielo abierto
B Cuerpos de agua artificiales
Bl Cuerpos de agua naturales
B Cultivo extensivo de secano

Olivares

Playas, dunas y médanos fijos y semifijo
Bl Rastrojo de cultivo de secano

Represas para riego
B Zonas urbanas
[ pepartamento de Maldonado

Figura 10. Usos de suelo en la cuenca del Arroyo Maldonado (Gonzalez, 2021)

Caracterizacion ambiental

Parametros fisicoquimicos

In situ se determind pH, conductividad (salinidad) y temperatura con dispositivo
multipardmetros Thermo Scientific ORION Star A325, y el oxigeno disuelto usando el

oximetro Thermo Scientific ORION Star A223.

Toma de muestras

Se tomaron muestras de sedimento en frascos de vidrio de 100 ml color ambar pre lavados
con etanol y luego con acetona PPA (Acetona calidad HPLC Carlo Erba), también se
colectaron muestras de agua en botellas &mbar de 1000 ml que fueron tratadas de la

misma forma que los anteriores frascos, transportadas en frio y almacenadas a -20 °C.
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La muestra de sedimento (fraccion superficial) se extrajo directamente con el frasco. Se
colecto6 en sitios donde se visualizd un proceso de sedimentacion. Posteriormente en el
laboratorio las muestras fueron tamizadas con malla de 2 mm, y la fraccion

correspondiente a arenas, limos y arcillas fue liofilizada hasta su analisis.

Granulometria

La determinacion tanto de la distribucion del tamafio de grano como del contenido de
materia organica se consideran una metodologia estandar para el analisis de sedimentos
(Opel et al., 2011). Para determinar tamafio medio de grano y porcentaje de materia
organica se colectd en una bolsa de nylon aproximadamente 1kg de sedimento en el
muestreo de verano (enero, 2020).

Se peso6 400 gramos de sedimento para ser secados en estufa a 60° C, y se obtuvo el peso
seco. Luego de secadas, la fraccidon correspondiente a arenas fue tamizada con Ro-tap
(RX-29-16) utilizando diferentes tamices secos de 1 mm, 500, 250,125 y 63 p. Luego de
15 min se peso el contenido en cada tamiz y con el peso total se calcul6 la granulometria
de cada punto (Suguio, 1973). Para determinar la fraccion de arcillas y limos se agrego
agua y se tamizd con abundante agua a 63 um. Posteriormente se utilizé el programa
Gradistat para obtener los porcentajes de las distintas fracciones granulométricas y los

tamafios medios de grano.

Determinacion de materia organica del sedimento

Se pesaron 100 g de sedimento liofilizado que se quemaron a 450 ° C en una mufla por 2
hr, posteriormente fueron nuevamente pesados segun lo descrito por Byers et al. (1978).

La diferencia de peso permite cuantificar la materia organica.
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Anadlisis estadistico

En base a los pardmetros fisicoquimicos y biologicos se hicieron andlisis de
agrupamientos jerarquicos. Estas técnicas estadisticas de agrupamiento, basandose en
datos originales del sitio de estudio representan agrupamientos “naturales “que podrian
ser mas representativos de la realidad que otras formas de clasificacion (Ateca et al.,
2001). Para eso se trabajo con datos estandarizados y centrados (conductividad,
temperatura, pH, OD, % materia organica, tamafio medio de grano), el nimero de
individuos por sitio se transform¢ utilizando la funcién logaritmo con base 10. Se
calcularon las distancias de Ward para variables fisicoquimicas y de numero de
individuos por sitio, y de Jaccard para presencia y ausencia de Ordenes de la comunidad

macrobentdnica.

Identificacién de los agroguimicos presentes en sedimento y agua de la cuenca

Extraccion de agroquimicos del sedimento de la cuenca del Maldonado

Se evaluaron agroquimicos presentes en las muestras de sedimento de los tres muestreos
realizados. Los agroquimicos analizados en la cuenca fueron los trabajados en capitulo 1
(tabla 1) y la extraccion se realizé con la variante de QUEChERS validada en esta tesis
(figura 1).

Concomitantemente a la extraccién con QUEChERS de sedimentos, se realizaron blancos
reactivo, blancos matrices, y se hicieron 3 recuperaciones probando el nivel de 25 pg/kg
(200 microlitros del mix de 2.5 pg/kg en blanco).

Para cuantificar a los agroquimicos se utilizaron los datos de curva matriz, pendiente y

ordenada como lo establece la guia SANTE (11312/2021).
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Extraccion de agroquimicos en agua de la cuenca del Maldonado

La extraccion en agua se hizo mediante SPE con cartuchos OASIS, técnica validada por
otros estudios para agua dulce (Ayano et al., 2004; Carabias Martinez et al., 2004) y para
agua dulce y estuarina (Mazzella et al., 2009) demostrando tener un alto porcentaje de
recuperacion tanto con eluciones de metanol como con acetonitrilo (Alba, 2016). Se hizo
un screenning (andlisis cualitativo) del muestreo de enero del 2020 para ver qué
agroquimicos de los que se trabajaron en el capitulo 1 se podian identificar en agua.
Concomitantemente al screenning en agua se hizo una recuperacion 0,1 pg/kg con tres
réplicas y dos blancos uno con agua destilada y otro con agua de las nacientes. La elucion

se hizo con metanol como recomienda el fabricante.

Deteccidn y cuantificacion

Para cuantificar los plaguicidas de interés se utiliz6 un equipo de cromatografia liquida
acoplada a un espectrometro de masas en tandem con triple cuadrupolo, ubicado en el
laboratorio del Departamento de Quimica del Litoral, en la ciudad de Paysandu (Anexo,
tablas 17 y 18). EI método de cromatografia ya estaba probado en dicho laboratorio. Los
compuestos fueron optimizados individualmente y los tiempos de retencion fueron
chequeados antes de pasar al modo Schedule donde se busca el compuesto solo en una

ventana temporal y no en todo el tiempo de la corrida.

Anadlisis estadistico
Los agroquimicos se agruparon por frecuencia de aparicion, y los sitios de muestreo por
numero de plaguicidas encontrados. Se graficd la deteccion de los plaguicidas

segun la estacién y la zona en la que fue detectado.
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Se realizaron cluster jerdrquicos con distancia de Gower con fin de comparar si el
agrupamiento por la presencia o ausencia de plaguicidas en sedimento en los diferentes
sitios se asemejaba al agrupamiento de parametros fisicoquimicos.

Para analizar la potencial incidencia de los parametros fisicoquimicos en la acumulacion
de plaguicidas se realizaron GLM, y arboles de clasificacion CART.

Los GLM se realizaron en R funcion del paquete {stats} (funcion glm), utilizando como
variable respuesta el nimero de plaguicidas en cada sitio en sedimento y como variables
explicativas los pardmetros fisicoquimicos, conductividad, temperatura y oxigeno
disuelto. Ademas se hizo GLM con las mismas variables explicativas y se le agregd
tamafio medio de grano, porcentaje de materia organica y altura de nivel del mar para
numero de plaguicidas por sitio en enero en sedimento y lo mismo en agua. Previamente
se analiz6 la presencia de colinealidad entre estas variables con la funcién factor de
inflacion de varianza (VIF) donde si el resultado es menor a 5 es aceptable. La variable
de respuesta se model6 con una distribucién de Poisson, y se utilizé el logaritmo como
funcién de enlace (Burnham y Anderson, 2004). También se realizaron GLM para
visualizar la incidencia de las diferentes zonas de la cuenca en el nimero de plaguicidas
detectados en cada sitio de muestreo, y las estaciones para la cantidad de plaguicidas en
el sedimento.

Se generaron diferentes arboles de clasificacion y regresion con las funciones Rpart y
Rpart.boxplot para identificar patrones de acumulacién de plaguicidas en sedimento y
agua en funcion de los datos fisicoquimicos. Se generaron arboles maximales y después
con el criterio de poda se selecciond el mas chico de los que tienen la menor suma de
error de validacion cruzada mas el error estdndar (Breiman et al., 1984). Para estimar el
error de clasificacion de forma honesta (Bourel et al., 2021) se partio la base de datos en

2/3 para entrenar el modelo y 1/3 para evaluar su capacidad predictiva. Este
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procedimiento se repitid 100 veces con el sorteo aleatorio de los datos de entrenamiento

y de evaluacion

Identificacion de la comunidad macrobentonica

En el muestreo de enero se tomaron muestras del macrobentos endobentdnico en cada
sitio de muestreo. Se extrajo la muestra con corer de PVC de 16 cm de diametro que se
enterrd 25 cm, e in situ fueron tamizadas con malla de 0,5 mm. Se fijaron en formaldehido
al 4 % con Rosa de Bengala y posteriormente se observaron e identificaron los
organismos bajo lupa y microscopio.

Para la identificacion de la comunidad bentonica se utilizaron claves y guias como
Dominguez y Fernandez (2009), Nonato y Amaral (1979) y Mugnai et al (2010).

La identificacion se baso en grandes criterios anatomicos empezando por identificar el
Filo luego Clase, Orden y en algun caso Familias y Especies.

Con el fin de lograr una caracterizacién general de la diversidad macrobentonica y hacer
célculos estadisticos al mismo nivel taxonémico se utiliz6 el nimero de individuos por
Ordenes para caracterizar los patrones presentes en el area de estudio y su relacion con el

gradiente ambiental.

Riesgo ecoldgico

El riesgo ecotoxicoldgico acuatico se evalud en base al método del cociente de riesgos
(RQ) para plaguicidas en los sedimentos (European comunity commission, 2003).

El RQ se calcul6 como MEC (concentracion ambiental de un plaguicida) dividido PNEC
(maxima concentracion prevista sin efecto). Las concentraciones en el sedimento se
convirtieron en concentracion de agua (Cpw) segun lo establecié Schwarzenbach y
Westall (1981):

Cpw = Cs/Kd
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Donde Cs es la concentracion del agroquimico en sedimento y Kd es el coeficiente de
sorcion lineal. El valor de Kd se calcul6 utilizando el coeficiente de particion carbono
orgénico-agua (Koc) y la fraccion de carbono orgéanico (foc) en sedimentos, utilizando
Kd = Koc x Foc.

El Koc se calcul6 en base a la formula:

Log Koc = a x log kow + b

Donde a y b son constantes de 0.72 y 0.49 respectivamente Schwarzenbach y Westall
(1981).

El Foc (anexo tabla 22) se calcul6 a partir del contenido de materia organica de cada sitio
(anexo tabla 20). Se tomé el valor de materia organica en el sedimento y se asumio un
valor tipico del 50% del porcentaje de carbono en esa materia organica (Jackson, 1964;
Hedges y Stern, 1984).

Las concentraciones de plaguicidas como no fueron cuantificables, se reemplazaron por
la mitad del limite de deteccion (Mac Loughlin et al., 2017; Merga et al., 2021).

Los valores de PNEC se calcularon dividiendo el NOEC mas bajo a largo plazo de las
especies mas sensibles por un factor de evaluacion, que fue 10 cuando habia datos
disponibles de tres niveles tréficos (peces, macroinvertebrados, y algas), 50 para los casos
en los que solo habia datos disponibles de dos niveles, y 100 para todos los demas casos
(anexo tabla 23) (Palma et al., 2014). Los puntos finales de toxicidad se obtuvieron de la
base de datos de propiedades de plaguicidas en PPDB, 2024 Universidad de
Hertfordshire.

Como el enfoque RQ supone un efecto de concentracion aditivo, donde la toxicidad de la
mezcla se basa en la suma de los efectos de cada plaguicida, se calcul6 la suma de RQ

(3>’RQ) para cada sitio de muestreo. Una > RQ < 0,01 indica un riesgo ambiental
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insignificante, 0,01 <> RQ < 0,1 indica un riesgo bajo, 0,1 <> RQ < 1 indica un riesgo

medio y >RQ > 1 indica un riesgo alto (Sanchez-Bayo et al., 2002; Palma et al., 2014).

Resultados

Caracterizacion ambiental

Descripcion fisicoquimica de la cuenca del Arroyo Maldonado

Como caracteriza a los ambientes estuarinos, las variables fisicoquimicas
(conductividad, pH, Temperatura, OD) evidenciaron importantes fluctuaciones (tabla 9).
El punto 14 dulceacuicola en zona alta es el que presentdé pH mas elevado y ademas fue
el sitio de mayor porcentaje de materia organica. Los sitios 1y 2 de la desembocadura
son los que presentaron mayor conductividad. Por otro lado el sitio 12, que es de una zona
rural y estd aguas debajo de un tambo de gran envergadura fue el que presentd menor
concentracion de oxigeno disuelto.

La sub cuenca del Maldonado presenté mayor conductividad que la del San Carlos, con
valores de 474 + 157 uS/cm y 217 + 219 uS/cm respectivamente, y lo opuesto ocurrio
con el OD que present6 concentraciones de 7 + 3,5 mg/L y 9 + 2,7 mg/L para la del

Maldonado y San Carlos respectivamente.
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Tabla 9. Sitios muestreados, Tipo de ecosistema, Descripcion del sitio, pH, temperatura

(°c), conductividad (uS/cm) y oxigeno disuelto (mg/L), con sus respectivos desvios

estandar. Sitios del 1 al 3 representan la marisma, 4 al 12 zona media, y 13 al 19 zona

alta. Se marca en negrita valores minimos y maximos.

Sitio Ecosistema Descripcion  pH Temp(°c) Cond (uS/cm) OD (mg/L)
1 Estuarino Urbano 7,04+1,64 18,845,6 25128+20978  10,9+1,5
2 Estuarino Urbano 7,9+0,5 21,2+7,3 20685+5635 11,2+1,3
3 Estuarino Urbano 7,83+0,1 18,5+8,6 804,3+255 9,1+3,1
4 Dulceacuicola  Urbano 7,445+0,3 20,8+7,9 317,5+223 5,4+3,6
5 Dulceacuicola  Sub urbano  7,6+0,6 19,8+8,2 513,9+457 9,4+2,8
6 Dulceacuicola  Suburbano  7,18+0,2 21,5+9,5 1117,3+718 45+23
7 Dulceacuicola  Rural 7,805+0,2 18,9+6,6 187,3+56 8,7£2,9
8 Dulceacuicola  Urbano 7,525+0,2 18,2+4,7 540,1+209 4+2.3

9 Dulceacuicola ~ Suburbano  7,55+0,5 17,4458 674,4+88 5,6+0,9
10 Dulceacuicola  Rural 7,7£0,3 18,3£7,2 262,6+85 9,6+2,3
11 Dulceacuicola  Rural 7,35+0,2 20+6,3 443,5+44 6,3+2,7
12 Dulceacuicola  Rural 7,525£0,03 17,245,3 62740 1,8+2,3
13 Dulceacuicola  Rural 7,79+0,3 16,2£3,9 405,1+117 8,7£3,1
14 Dulceacuicola  Rural 8,19+0,2 17,2449 426,620 10,9+£1,9
15 Dulceacuicola  Rural 7,575+0,2 18,4+45,2 387,8+107 9,3+2,4
16 Dulceacuicola  Rural 7,775£0,03  16,545,9 261,4+80 10,2+2,4
17 Dulceacuicola  Rural 7,395+0,3 17,443,3 107,5+34 8,6+3,6
18 Dulceacuicola  Rural 7,22+0,1 15,7442 103,4+38 8,6+4,4
19 Dulceacuicola  Rural 7,285+0,05  15,9+3,3 132,752 9,2+2,7

Caracteristicas del sedimento de la cuenca

En cuanto al analisis granulométrico podemos observar que en general en la zona baja

predominaron las arenas finas o0 medias y a medida que se avanza hacia zona alta empezé
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a aumentar la arena muy gruesa y balasto. Los puntos de zona alta 16 y 19 fue donde se
visualizd mayor cantidad de arena muy gruesa mientras que en los sitios de cuenca media

4 y 8 fue donde hubo mas limos y arcillas (anexo tabla 21 y figura 11).

3

6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19

10
9
8
7
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5
4
3
2
1
0

O O O O O O o o o o o

B Arena muy gruesa y balasto M Arena gruesa
B Arena media H Arena fina

H Arena muy fina ® Limo y arcilla

Figura 11. Diferentes tamafios medio de grano en cada sitio de muestreo expresado en

porcentaje. Sitios 1 al 3 marisma, 4 al 12 cuenca media, 13 al 19 cuenca alta.

Contenido de materia organica en el sedimento

En la marisma no se identificd ningun punto que destacara por una alta concentracion de
materia organica, a diferencia de la zona media y alta de la cuenca, donde los sitios 10 y
14, respectivamente, presentaron las mayores cantidades de materia organica en el

sedimento (figura 12).
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Figura 12. Porcentaje de materia organica del sedimento en los diferentes sitios de

muestreo. Verde zona baja, azul zona media y roja zona alta.

El analisis de agrupamiento jerarquico, basado en las propiedades fisicoquimicas del agua
-temperatura, pH, conductividad y oxigeno disuelto- (figura 13) evidencié grupos
similares a la clasificacién de cuencas baja, media y alta, utilizados como base segun el
tipo de ecosistema y altura en la cuenca.

Las excepciones fueron el sitio 3 que es de zona baja y se agrupé con los de zona alta.
Este es un punto en el interior del Balneario el Tesoro y con aporte de vertidos de
domiciliarios. El sitio 5, que esta en la Alameda, la cual es un area rural muy préxima a

San Carlos se agrup6 con los de zona alta.
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Distancia

Figura 13. Dendograma de Cluster jerarquico con distancia de Ward con las propiedades

fisicoquimicas del agua entre sitios de muestreo.

Agroquimicos presentes en la cuenca del arroyo Maldonado

Agroquimicos identificados en el sedimento

Todos los agroquimicos detectados en el sedimento de la cuenca (tablal0) estuvieron por
debajo del limite de cuantificacion que nos arrojo la validacion. Azoxistrobin fue el
plaguicida identificado con mayor frecuencia, aparecio en 9 de los 19 sitios distribuidos
por cuenca media y alta. La cafiada urbana de San Carlos (sitio 8) y la Alameda (sitio 5)
ambos en zona media y a una corta distancia entre si, fueron los sitios donde mas

plaguicidas se identificaron en sedimento.
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Tabla 10. Presencia de agroquimicos en el sedimento de la cuenca. EI nimero de

asteriscos indica la frecuencia con la que fue identificado.

Sitio  Azoxistrobin  Piraclostrobin Atrazina Carbendazim Clorpirifés Diazinén Etion Sulfentrazone
1

2

3 *

4 * *

5 * * *

6 *

7 *

8 * * *ok

9 *

10 *

11 *

12 * *

13

14 *

15 * *
16

17

18

19 *

De los agroquimicos presentes en los sedimentos hubo tres fungicidas (Azoxistrobin,
Pyraclostrobin y Carbendazim), tres insecticidas (Clorpirifos, Diazinon y Etion) y dos
herbicidas (Sulfentrazone y Atrazina). Dos de esos compuestos son muy hidrofilicos
(Carbendazim y Sulfentrazone), dos levemente hidrofilicos (Azoxistrobin y Atrazina),
dos hidrofébicos (Piraclostrobin y Diazin6n), y dos muy hidrofébicos (Etiéon vy
Corpirifos).

La estacion del afio donde més plaguicidas se detectaron en sedimento fué invierno,

seguido por el verano y por ultimo primavera (figura 14).
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Figura 14. Numero de plaguicidas en sedimento de la cuenca del arroyo Maldonado en

las estaciones de invierno y primavera del afio 2019, y verano 2020.

Se puede observar como lo indica la figura 15, que todos los agroquimicos detectados en
la cuenca aparecieron mayormente en invierno, excepto Diazindn y Piraclostrobin que
fueron detectados Unicamente en verano. En primavera se recuperaron Unicamente
Azoxistrobin y Etion.

El GLM evidenci6 diferencias significativas entre el nimero de plaguicidas en invierno

comparada con primavera, no asi con el verano (tabla 11).

87



Tabla 11. Modelos lineales generalizados (GLM) con la variable de respuesta nimero de
plaguicidas en sedimento por sitio y la variable explicativa estacion del afio. Se presenta

la variable, el valor estimado, su error estandard (Es) y el valor de significancia (P).

Variable Estimado Es P
Invierno 2,56 0,28 2e-16
Primavera -1,5 0,64 0,002
Verano -0,95 0,53 0,07
75

-50 Estacion
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Figura 15. Frecuencia de aparicion de cada agroquimico encontrado en la cuenca del
Maldonado en las diferentes estaciones del afio. En rojo verde y azul, frecuencia de

aparicion en invierno, primavera y verano respectivamente.
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Azoxistrobin fue el plaguicida que aparecié con mayor frecuencia en todas las estaciones,
seguido por Clorpirifés en invierno. En el verano Piraclostrobin y Azoxistrobin se
identificaron con la misma frecuencia.

Cuando se agruparon los sitios segun la presencia o ausencia de plaguicidas en sedimento
en los 3 muestreos (figura 16) se observé que los puntos de la zona media 5, 7 y 8, los
cuales estan a corta distancia entre si, se agruparon juntos. Los sitios de zona baja se
agruparon con todos los de la zona alta, exceptuando el punto 15 de las nacientes del

Maldonado.

05

04

Distancia

02
T2
15

01

13—
2 |
19 —
14

11—
9 —
10 —

Figura 16. Dendograma realizado con analisis de agrupamiento Cluster y distancia de
Gower considerando la presencia o ausencia de plaguicidas en sedimento en los 3

muestreos.

La funcion VIF indicdé que no existen problemas de colinealidad entre las variables
explicativas consideradas (temperatura, OD, pH, conductividad), pero al realizar GLM

ninguna de ellas explico significativamente la cantidad de agroquimicos en sedimento
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considerando todos los muestreos. Sin embargo la variable zona si mostrd diferencias

significativas de la zona media con respecto a alta y baja (tablal2).

Tabla 12. Modelos lineales generalizados (GLM) con la variable de respuesta nimero de
plaguicidas en sedimento por sitio y la variable explicativa zona de la cuenca. Se presenta

la variable, el valor estimado, su error estandard (Es) y el valor de significancia (P).

Variable Estimado Es P

Alta -0,55 0,50 0,26
Media 1,2 0,56 0,04
Intercepto -0,54 1,12 0,63

Los arboles de clasificacion para explicar la presencia de plaguicidas en sedimento (figura
17) tomando en cuenta los tres muestreos y las propiedades fisicoquimicas conductividad,
temperatura, pH y oxigeno disuelto, indicaron que la temperatura y la concentracion de
oxigeno fueron las principales variables que determinaron la presencia de plaguicidas en
esta matriz. Sitios con temperaturas menores a 18 “C y con menos de 6.7 (mg/L) de OD
presentaron plaguicidas. Los mismos tuvieron un acierto de clasificacion para la muestra

de entrenamiento de 80+0,8 y para la muestra testeo de 70+0,7.
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Figura 17. Arbol de clasificacion CART considerando la presencia o ausencia de
plaguicidas en sedimento con las variables explicativas conductividad, pH, oxigeno
disuelto (OD), tamafio medio de grano y temperatura (TEMP). Valor en porcentaje

representa la fraccidn del total que tiene el nodo.

Agroquimicos identificados en agua

En agua se hizo un screening para detectar presencia o ausencia. No hubo limites de
cuantificacion ya que es un resultado que se obtiene con la validacion y en esta
investigacion no se pudo validar el método.

En dicha matriz como indica la tabla 13, se encontraron dos herbicidas (2.4D y Atrazina)
y un insecticida (Diazinon), el 2.4D muy hidrofilico, la Atrazina ligeramente hidrofilica

y el Diazinon hidrofdbico.
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Tabla 13. Agroquimicos detectados en agua en cada sitio de muestreo.

Sitio 2,4D Atrazina Diazin6n
1 *

2 * *
3 *

4 * *

5 * *
6

7 *

8 * *

9 * *

10

11

12 * *
13

14

15

16

17 *

18

19

Al aplicar modelos lineales generalizados (GLM) para evaluar si los parametros
fisicoquimicos del agua pueden explicar la presencia o ausencia de plaguicidas en dicha
matriz, se observd que ninguno de ellos resulto significativo (p > 0,05).

La zona de la cuenca si fue estadisticamente significativa para explicar la cantidad de

plaguicidas en agua en zona media y baja con respecto a zona alta (tabla 14)

Tabla 14. Modelos lineales generalizados (GLM) con la variable de respuesta nimero de
plaguicidas en agua por sitio y la variable explicativa zona de la cuenca. Se presenta la

variable, el valor estimado, su error estandard (Es) y el valor de significancia (P).

Variable Estimado Es p

Alta -1,94 0,99 0,052
Media 2,15 1,01 0,003
Baja 2,2 1,12 0,630
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El CART de regresion (figura 18) mostrd que la conductividad fue la principal variable
para explicar el nimero de plaguicidas en esta matriz, seguida por el oxigeno disuelto.
Cuando la conductividad fue mayor a 543 (uS/cm) en un 32% de los casos se registro
maés de un plaguicida. A conductividades menores a 543 (uS/cm), y concentraciones de
OD menores a 3 mg/L en el 5% se detectaron 2 plaguicidas en los sitios. Los mismos
tuvieron un acierto para la muestra de entrenamiento de 94+0,5 y para la muestra de testeo

de 94,2+1,2.

0.84
100%

COND < 543-n0 |

——OD>=3—

0.33 2 1.7
63% 5% 32%

Figura 18. Arbol de regresion CART de agroquimicos en agua en funcion de las variables
fisicoquimicas conductividad (cond), oxigeno disuelto, tamafio medio de grano (media
grano), temperatura y porcentaje de materia organica. Valor en porcentaje representa la

porcion del total que representa el nodo, y el valor absoluto el nimero de plaguicidas.

93



Algunos agroquimicos como Atrazina y Diazinon aparecieron en ambas matrices (figura
19) pero en diferentes sitios, salvo en el sitio 5 que se ubica en la Alameda (zona media)
donde el Diazin6n aparecié en sedimento y agua. Considerando las dos matrices
estudiadas, el fungicida Azoxistrobin y el herbicida 2.4D fueron los agroquimicos que se

identificaron con mayor frecuencia entre todos los que se evaluaron (figura 19).

Frecuencia de aparicion
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Plaguicidas identificados en la cuenca

Figura 19. Frecuencia de deteccion de agroquimicos detectados en la cuenca. Se indica

si se encontrd en agua (A), sedimento (S), o en ambas (AyS).

La caflada urbana de San Carlos (sitio 8) y la Alameda (sitio 5) ambos en la zona media
de la cuenca, fueron los lugares donde més plaguicidas se recuperaron en ambas matrices
(figura 20). Dicha zona media fue la que presenté mayor cantidad de plaguicidas (figura

21).
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Numero total de agroguimicos detectados

4

12 34567 8 9101112131415161718 19
Sitio

Figura 20. Numero de agroguimicos detectado en cada sitio de muestreo en ambas
matrices. Los colores indican la zona a la que pertenece cada sitio, baja en verde, media

azul, y roja alta.
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Figura 21. Boxplot de medias con sus desvios de nUmero de agroguimicos encontrados
en cada zona de la cuenca. A, media de agroquimicos en sedimento en cada zona con sus
respectivos desvios; B, media de agroquimicos identificados en ambas matrices con sus

respectivos desvios en cada zona.

Comunidad macrobenténica en la cuenca del arroyo Maldonado

Durante el estudio se identificaron a lo largo de la cuenca del Maldonado 3 Phyla con 9
Ordenes de fauna macrobenténica (Tabla 15). El Filo que tuvo mayor diversidad fue
Artropoda con 5 Ordenes (Decépoda, Anfipoda, Isépoda, Odonata y Diptera), luego
Mollusca con 2 Ordenes (Basommatophora y Veneroida) y Anélida con 2 Ordenes

(Phyllodocida y Haplotaxida).
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Tabla 15. Numero de individuos expresado por m? de los diferentes Ordenes encontrados

en la comunidad macrobentonica en los 19 sitios muestreados de la cuenca del Arroyo

Maldonado. Los sitios 1 al 3 son cuenca baja, los sitios 4 al 12 cuenca media, 13 al 19

alta.
Marisma Media Alta

Macrobentos 1 2 3 4 5 6 78 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19
Artropoda

Crustacea

Decapoda 0O o 0O 0O0OO OO OOOUO 02 000 0@o0

Isbpoda 80 0 0 0 0 OO O O O O o0 O 0 0 0 O

Anfipoda 0 0 0O 0O O 8 0166 16 0 2 24 380 2 0 0 220
Insecta

Odonata 0O 0 0O 400 0 0O O O OO O 1 0 248 0 0

Diptera 0 0 0O 0O OO0 40 2 0 4 22 2 50 8 3 20 10
Mollusca

Gasterépodo

Basommatophora o o o 0o o 0o 00O 40 0 0 0 OO0 2 0 2 38
Bivalva

Veneroida 0 0 0O 0O OO 0O 0 32 0 0 0 2 4 40 10 0 2
Anélida

Poligueta

Phyllodocida 0 50 180 0 0 00O 0 0 0 O 0 0 0O 0O O 0 O
Oligoqueta

Haplotaxida 0 0 2 20 30 18 8 52 38 18 18 270 4 6 0O 0O O O O

En zona baja se identificaron 2 Phyla y en zona media y alta se encontraron individuos

de tres Phyla. En la baja predominaron los Anélidos (Phyllodocida) (figura 23, A), en la

media Artropodos (Anfipodos) (figura 22, B) y Anélidos (Haplotéaxida) (figura 23, D) y

en la alta Artropodos (Diptera y Odonata) (figuras 22, E 'y 22, C).

El punto 14 fue donde se encontraron mayor cantidad de Ordenes con 5 (Decapoda figura

23, F y G, Diptera (Tabanidae), Veneroida figura 23, H y Haplotaxida figura 23, E y 23,

F) y Odonatos.
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Por otro lado, los sitios donde menos Ordenes se encontraron fueron el sitio 1
(desembocadura del Arroyo Maldonado), 2 (puente de la Barra), y 5 (en Alameda aguas
abajo de la descarga del saneamiento de San Carlos) con solamente 1 Orden identificado,
debido a Isépodos (figura 22, A), poliquetos pertenecientes a Philodocida (figura 23 A,
B y C) y oligoquetos del Orden Haplotaxida (figura 23, D, E y F) respectivamente. La
Alameda fué el unico sitio fuera de zona baja con un solo Orden de bentos identificado.
Los sitios donde mayor abundancia de individuos se encontr6 estuvieron en zona media.
En particular el sitio 12 ubicado después del Tambo de Talar (con 316 individuos (270
del Orden Haplotaxida) seguido por el sitio 8 (cafiada urbana de la ciudad de San Carlos)
con 218 (166 Anfipoda y 52 Haplotaxida).

Se observaron larvas de Odonata (Figura 22, C y D) en el punto 4 de zona media (cafiada
sobre el camino Eguzquiza), en el sitio 14, ubicado aguas abajo de un olivar, y en el sitio
16 ubicado en campo natural y en Paso Lopez (17) ambos en cuenca alta.

El Filo Mollusca fue mas abundante en el punto 16 por la presencia de individuos del
macrobentos pertenecientes al Orden Veneroida (figura 23, H e 1). En Abra de Perdomo
(10), Nacientes del Maldonado (14), Olivares sobre el Maldonado (15), Herbacea (16),
Paso Lopez (17) y nacientes del San Carlos en el cerro Catedral (19) se encontraron
individuos del Orden Veneroidea de la almeja asiatica exdtica Corbicula sp (Cf. C.
Fluminea). En los puntos 9, 16, 18 (forestales aguas arriba del Paso Lopez) y 19 se
identificaron Molluscos del Orden Basommathopora (Cf. Biomphalaria) (figura 23, H,
ver flecha). Unicamente en dos sitios se visualizaron los dos Ordenes de moluscos
identificados a la vez, ambos en zona alta (16 y 19).

Dentro de Anélidos donde hubieron mayor cantidad de individuos, fué despues del tambo
(12) posteriormente en la cafiada urbana de San Carlos (8), debido a la presencia de

individuos del Orden Haplotéxida.
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La presencia del poliqueto estuarino Laenoreis pandoensis (figura 23 A, B 'y C) en los
sitios 2 y 3 indica un ecosistema estuarino.

Durante el muestreo se observo la presencia de algunos individuos que no fueron
extraidos en el corer al momento de sacar la muestra, como por ejemplo en 6 sitios se
observé durante el muestreo la presencia de Pomacea spp (Orden Mesogastropoda), en
punto 4, 6,7, 9,10 y 16. También en el punto 2 se visualizo la presencia del cangrejo
Neohelice granulata, del anélido Heteromastus (figura 23, G) y de caparazones de
individuos del Orden Veneroida familia Pharidae (Muergos), en el punto 5 se observé el
cangrejo Cyrtograpsus sp y en el sitio 9 el Gasteropodo del Orden Mesogastropoda
(Heleobia sp).

En el sitio 11 dulceacuicola de zona media encontramos al extraer el corer la presencia
de un individuo que por tamafio y forma identificamos como del Filo Priapulido (figura

22, H).

99



Figura 22. Ejemplares de comunidad macrobentdnica colectados en la cuenca del Arroyo

Maldonado. A, Is6poda, ejemplar Excirolana sp; B, Anfipodo; C, Detalle de region
cefalica y toracica de larva de Odonata; D, Detalle méascara larva Odonata (flecha); E,
Larva de Diptera, Tabanidae; F, Decapoda, ejemplar de Aegla sp.; G, Detalle ojos

pedunculados Decéapoda (flecha); H, Ejemplar de Priapulido.
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Figura 23. Ejemplares de comunidad macrobentonica colectados en la cuenca del Arroyo

Maldonado. A, Phylodocida, ejemplar de poliqueto nereidido (Laeonereis pandoensis);
B, Detalle prostomio de Phylodocida; C, Detalle quetas de Phylodocida en un parapodio
(flecha); D, Haplotéaxida, ejemplar de oligogueto dulceacuicola; E, Detalle tagmas de
Haplotaxida; F, Detalle quetas de Haplotaxida; G, Phylodocida, ejemplar de otro
poliqueto, Heteromastus. H, Ejemplares de Mollusca. Bivalva Veneroidea (Corbicula sp)
y un ejemplar de Gasteropoda, Basommatophora (ver flecha); I, Ejemplar de Veneroidea,

Corbicula sp.

El analisis de cluster con distancia de Jaccard (figura 24) en base a la presencia o ausencia

de los diferentes Ordenes de bentos identificados en la cuenca, muestra que los puntos de
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lamarisma 1, 2y 3 se agrupan, juntos. Los de zona media se dividen en dos subgrupos,
uno que incluyo los sitios 13 y 14 de zona alta, y otro con sitio 18 correspondiente a aguas

abajo de una plantacion de eucaliptus. Los restantes de zona alta se agrupan juntos.
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Figura 24. Dendograma de agrupamiento con distancia de Jaccard considerando la

presencia o ausencia de los diferentes Ordenes de la comunidad benténica.

Evaluacion de riesgos

El célculo del cociente de riesgo es una aproximacion del riesgo de diferentes taxas
expuestos a diferentes agroquimicos. Los resultados (tabla 16) indican que cuatro
agroguimicos presentan un cociente de riesgo medio o alto (Etion, Diazindn,
Carbendazim y Piraclostrobin). El sitio 6 que corresponde a una cafiada que cruza la
perimetral de la ciudad de Maldonado sobre el humedal del Arroyo Maldonado fue el que
presentd mayor riesgo. Con un riesgo medio segun la clasificacién utilizada por Sanchez
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Bayo et al (2002) y Palma et al (2014) se encuentra la cafiada urbana de San Carlos (sitio
8), la naciente del Maldonado (15) y aguas abajo de la planta de tratamiento de San Carlos
(Alameda sitio 5). La zona de la cuenca donde se registraron mas puntos con riesgo medio

o0 alto es la media.

Tabla 16. Cociente de riesgo (RQ) de los diferentes plaguicidas identificados en
sedimento de la cuenca del arroyo Maldonado. Sumatoria de los RQ de los plaguicidas

en cada sitio (3)). Se resaltan en negrita sitios con riesgo medio o alto.

Cociente de riesgo (RQ)

Fungicidas Herbicidas Insecticidas

Sitios Azoxistrobin Carbendazim Piraclostrobin Atrazina  Sulfentrazone Diazinbn  Etion  Clorpirifos >

1 0.000
2 0.000
3 0.012 0.012
4 0.014 0.063 0.077
5 0.019 0.219 0.029 0.268
6 9.274 9.274
7 0.099 0.099
8 0.010 0.593 0.078 0.681
9 0.010 0.010
10 0.002 0.002
11 0.005 0.005
12 0.021 0.007 0.027
13 0.000
14 0.002 0.002
15 0.011 0.383 0.395
16 0.000
17 0.000
18 0.000
19 0.028 0.028
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Exposicion del macrobentos de la cuenca del Maldonado a agroquimicos

En la marisma se encontré que poliquetos y oligoquetos estdn expuestos al fungicida
Piraclostrobin en el sedimento.

En cuenca media se identificaron individuos de los Ordenes Haplotaxida, Diptera,
Anfipoda, Basommatophora y Veneroida. Todos los Ordenes detectados estan expuestos
al Azoxistrobin. Haplotaxida por su parte es el Orden que esta méas expuesto a plaguicidas
ya que todos los plaguicidas detectados en esta zona (Atrazina, Azoxistrobin,
Carbendazim, y los insecticidas Etion, Diazinon y Clorpirif6s), tienen contacto con
dichos organismos en algun sitio. Diptera ademas de al Azoxistrobin esta expuesto a
Atrazina y al insecticida Clorpirifés (hay un solo punto de la cuenca donde un insecticida
aparece en sedimento con insectos) y para finalizar los Anfipodos estuvieron en contacto
con Clorpirifés y Etion.

En la cuenca alta ocurrié lo mismo que en cuenca media, todos los Ordenes identificados
estuvieron expuestos al fungicida Azoxistrobin. Ademas, los Anfipodos y Veneroidea
estuvieron en contacto directo con Sulfentrazone. Corbicula sp por ser filtrador estad mas

expuesta al herbicida 2.4D en agua.
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Discusién

Caracterizacion ambiental

La variabilidad espacial de la cuenca se vio claramente reflejada en los parametros
fisicoquimicos analizados (tabla 9). Los sitios cercanos a la desembocadura fueron los
que presentaron conductividad mas elevada. El sitio 6 (cafiada perimetral) proximo a la
marisma, presentd una conductividad elevada probablemente debido a impacto antrépico
(urbanizacién) por descarga de sales como ya se ha reportado en otros lugares (Ramirez
et al., 1997) ya que no es esperable que llegue agua salobre hasta este lugar (dato que no
se puede concluir en esta investigacién). Lo mismo ocurre en los sitios 12 (después de
tambo) y 9 (después de vertedero) puntos dulceacuicolas y claramente impactados que
presentan valores de conductividad relativamente altos. De los sitios de la zona alta, el
14, fue el que presentd mayor conductividad, sitio ubicado después de una zona de
plantacion de olivos con produccién de aceite. Esta mayor conductividad puede deberse
a que restos de la produccion de aceite (alpechin) que incrementan la concentracién de
sales en cuerpos de agua (Paredes y Britos, 2012). Este sitio ademas presentd el mayor
valor de pH de la cuenca (8,19+0,2). De todas maneras, todos los sitios de la cuenca
estuvieron dentro del marco reglamentario para este paramentro establecido por el codigo
de aguas decreto 253/79 para cuencas clase 3 (6,5-8,5).

En cuanto a los valores de oxigeno disuelto, que reflejan la demanda de consumo de
oxigeno (quimicas y bioldgicas), el sitio después del tambo por camino de los Ceibos (12)
fué el sitio con los valores de OD maés bajos (1,8+2,3 mg/L), seguido por la cafiada urbana
de San Carlos (8) y la cafada de la perimetral de Maldonado (6). Estos tres sitios no
cumplen con lo que establece el decreto 253/79 para este tipo de cuencas donde el minimo

de OD establecido es 5 mg.L?, indicando que son sitios altamente impactados.
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Contrastando con esto, todos los puntos de zona alta presentaron al menos 8,5 mg.L* de
OD lo que que indica en parte que es una zona menos impactada.

El patron espacial de tamafio de grano, con predominio de arenas muy gruesa en zona alta
y finas en zona baja, fue similar a otras cuencas y estuarios de la region (Arocena, 1996;
Gimenez et al., 2014). Los sitios 4, 8 y 13 presentaron un sedimento con abundante limos
y arcillas. Los sedimentos limo-arcillosos generan condiciones ecoldgicas y ambientales
relacionadas con la biota residente y la deposicién de contaminantes, y pueden actuar
como trampas para sustancias toxicas que, a su vez, podrian resuspenderse facilmente
(Muniz et al., 2015). Esto coincide con los resultados de esta tesis con respecto a
plaguicidas.

En cuanto al contenido de materia organica, no se visualizé ninguna tendencia
comparando las zonas de la cuenca. El punto de muestreo del Abra de Perdomo (sitio 10)
con gran cantidad de materia organica en su sedimento, fue muy impactado en los tltimos
afios (observacion personal), se ha talado mucha de su vegetacion riberefia, y existen
casas cercas sin saneamiento por lo que los restos domiciliarios podrian ser los
responsables de un potencial incremento de la materia orgéanica (no se cuentan con datos
previos). Posiblemente la erosién del suelo pueda estar influyendo también en este
parametro como se ha visto en otras cuencas (Waters, 1995).

En el andlisis de agrupamiento, los sitios de la desembocadura 1 y 2 se agruparon juntos,
considerando sus propiedades fisicoquimicas (figura 13) ya que ambos pertenecen a la
marisma de la cuenca. Sin emabrgo, el sitio del Tesoro a pesar de ser un claro punto
estuarino no se agrupd con ellos. Esto puede deberse a que es un pequefio afluente de la
cuenca (los sitios 1 y 2 estan sobre el margen del arroyo principal) mas al interior del
balneario, con mayor influencia relativa de las aguas servidas, lo que podria explicar la

menor conductividad y oxigeno disuelto en comparacion con los otros puntos del estuario.
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Los puntos urbanos de zona media se agrupan juntos, pero se separan los sitios mas
alejados de la ciudad como son la Alameda (5), cafiada del Aleméan (4), Abra de Perdomo
(10) y el sitio de arroyo San Carlos por ruta 9 (7), esto podria deberse a que la
urbanizacion alterd los pardmetros fisicoquimicos naturales para esta zona. Estos puntos
que no son urbanos, igualmente tienen un impacto antropico ya que La Alameda recibe
efluentes de la planta de tratamiento de la ciudad de San Carlos y en Abra Perdomo
existen unas cuantas familias viviendo sin saneamiento. La cafiada del Aleméan por su
parte podria estar recibiendo efluentes cloacales de chacras de la zona asi como materia

organica asociada con el trabajo agricola.

Plaguicidas presentes en la cuenca

De los 8 plaguicidas identificados en sedimento en los sitios de muestreo de la cuenca, el
funguicida Azoxistrobin fue el que se presentdé con mayor frecuencia, ya que se detecto
en 9 sitios distribuidos en las zonas media y alta. Este fungicida es ligeramente hidrofilico
y tiene una alta capacidad de adherirse a la materia organica (Koc=589), lo que facilita
su acumulacion en el sedimento.

Los insecticidas se encontraron solo en la zona media de la cuenca por lo que podria estar
asociado a alto uso domiciliario de los mismos y una baja dispersion en el medio. En la
Alameda de San Carlos (5), se registraron 3 agroquimicos organo fosforados (Etion,
Diazindn, Clorpirifés). Este punto suburbano esta aguas abajo de la salida de saneamiento
de la planta de potabilizacion de OSE. Estos efluentes pueden contener una amplia
variedad estructural de contaminantes organicos traza (Allinson et al., 2015). También es
un area de pastoreo de rumiantes y equinos a los que se les aplica como garrapaticida y
mosquicida, productos en base a Etion y Diazindn pudiendo ser esta otra fuente de
contaminacion de los sedimentos. De los 3 compuestos 6rgano fosforado solo el Diazinon

se identificd en muestras de agua (en tres sitios), ademas se identifico una vez en
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sedimento. Aunque es hidrofébico puede presentarse en el agua adherido a particulas
orgénicas (alto Koc) e inorgénicas suspendidas, que pueden haber estado presentes en las
muestras de agua, ya que no se filtraron previo a su andlisis. Los 6rgano fosforados son
los agroquimicos mas utilizados en la agricultura de todo el mundo y la OMS los
considera de los mas peligrosos para los vertebrados. Estos se hidrolizan facilmente y son
altamente toxicos para los insectos (Sumudumali y Jayawardana, 2021). El uso de
Diazinon, ademas, esta prohibido en la Comunidad Europea (Pesticide Action Network,
2022). El Clorpirifés es un quimico hidrofébico de baja solubilidad en agua, el cual
aparecié en muestras de sediemnto de tres puntos de zona media. El mismo esté prohibido
en mas de 40 paises por considerarse un plaguicida altamente toxico. Es persistente en el
ambiente y se puede transportar largas distancias, llegando por ejemplo al Artico y otras
regiones remotas (Pesticide Action Network, 2022). En Uruguay el uso del Clorpirifos
esta regulado desde el afio 2019 por la resolucion de la DGSA 503/019 y al igual que el
Azoxistrobin, deben usarse Unicamente bajo receta profesional. En la cuenca del
Maldonado no aparecié Clorpirifés en agua, algo que si se ha visto en otras zonas de
Uruguay (Ernst et al., 2018; Griffero et al., 2019; Rodriguez-Bolafa et al., 2023).

El herbicida altamente hidrofilico Sulfentrazone, se detecté Unicamente en un punto en
las nacientes del Maldonado. Este se utiliza para eliminar “malezas” de hoja ancha y
gramineas, por lo que podria explicar su presencia la siembra de praderas para el pastoreo
de ganado, una actividad muy extendida en esa zona. El Piraclostrobin se identifico en
dos sitios cercanos de cuenca baja y media en el sedimento. Este fungicida tiene una
altisima capacidad de adherirse a la materia organica (Koc=9304) y es frecuentemente
usado para los frutales. En la zona de cafiada del Aleman existen innumerables chacras
con plantaciones de frutales y un vifiedo importante, que podrian estar usando dicho

agroquimico.
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En un reciente estudio en agua de la laguna del Cisne se detectaron varios de los
agroquimicos identificados en este estudio para la cuenca del Arroyo Maldonado, como
Atrazina, Etion, y Diazin6n (Rodriguez-Bolafia et al., 2024). Por otra parte, Carbendazim,
Azoxistrobin y Atrazina fueron identificados previamente en agua de la Laguna de Rocha
y Castillos (Griffero et al., 2019). En este estudio Carbendazim y Azoxistrobin se
detectaron en sedimento, pero no en agua. El herbicida Atrazina, en ambas matrices.

En cuanto a la particién ambiental (agua y sedimento) la mayoria de los agroquimicos
estudiados en la cuenca del Maldonado, se identificaron en una sola matriz ambiental.
Solo Diazinon y Atrazina estuvieron presentes en ambas matrices. Estos resultados
reflejan lo observado en otros cuerpos de agua (Toth et al., 2024).

Existieron diferencias estadisticamente significativas entre la cantidad de plaguicidas en
invierno y primavera siendo invierno la estacion del afio donde més plaguicidas se
identificaron, similar a lo estudiado por Griffero et al. (2018) en Laguna de Rocha y
Laguna de Castillo. Esto podria atribuirse al uso de Azoxistrobin cominmente aplicado
en esta estacion del afio para controlar los hongos. A su vez, puede estar influyendo la
menor temperatura del agua, que ha sido identificada como un factor que restringe los
procesos de atenuacion natural, incluida la biodegradacion y la fotodegradacion (Sanchez
Prado, 2007). No hay que dejar de visualizar ademéas, que el aumento de las
precipitaciones en invierno produce mayor arrastre de contaminantes a los cauces de
agua (Jergentz et al., 2005) algo a evaluar en futuros estudios.

Cuando se analiz6 como se agrupan los sitios en base a la presencia o ausencia de
plaguicidas en el sedimento se observo que los dos sitios con mas plaguicidas, el 5y el 8,
se agruparon juntos con el punto de arroyo San Carlos en la ruta 9. Esto refleja la

proximidad espacial entre los sitios.
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En agua el plaguicida detectado en mas sitios fue el herbicida 2.4D. Este es un quimico
muy hidrofilico, y con altisima solubilidad en agua por lo que era esperable detectarlo en
esta matriz. Fue identificado en 9 sitios, todos los de zona baja (excepto en la
desembocadura), en varios puntos de zona media, y en un Unico punto de zona alta
correspondiente al arroyo San Carlos (Paso Ldpez). Este es un herbicida que ha sido
descrito como uno de los contaminantes con mayor distribucion en todo el mundo (Islam
et al., 2018) y es muy utilizado en nuestro pais (Carcamo, 2020). ComUnmente usado en
cultivos de verano (estacion donde se colectaron las muestras de agua) como preparacion
de cama de siembra por ejemplo para sorgo y es selectivo en praderas con trébol y alfalfa,
malezas de hoja ancha y otra vegetacion en pastizales. El 2,4-D se ha detectado muchas
veces en aguas superficiales y subterraneas (Islam et al., 2018) ya que tiene un alto indice
de lixiviacion (3,82) por lo que es esperable que si se busca en napas superficiales de la
zona, esté presente. Dichas aguas subterraneas pueden ser también fuente de ingreso del
quimico a la cuenca.

El herbicida Atrazina, incluido por la OMS en 2017 en la lista de productos
carcinogeénicos, fue detectado en ambas matrices: en cuatro puntos en agua y en un Unico
sitio en sedimento. Este patrén coincide con lo reportado en otros estudios, que sefialan
una mayor frecuencia de deteccidn en agua debido a su caracter levemente hidrofilico. El
riesgo de exposicion a la Atrazina puede ser alto debido a una relativamente alta
capacidad de adherirse a la materia organica (Koc=100), pudiendo con el paso del tiempo,
acumularse en forma secundaria en el sedimento (Cui et al., 2020). La Atrazina es
considerada también como un contaminante persistente (Pérez Parada et al., 2018). Si
bien tiene un tiempo de degradacion estimado de 3 meses, en suelos y sedimentos se ha
observado que puede persitir hasta por 4 afios (Jablonowski et al., 2011), por lo que esta

matriz se convierte en un importante sumidero y fuente secundaria. Esto podria explicar
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su presencia en el ambiente, a pesar de que su uso esté prohibido en Uruguay desde hace
casi 10 afios (DGSA, 2016). Otra hipdtesis alternativa es que se siga siendo utilizando
por los productores que tenian almacenados grandes volimenes, o que se esté ingresando
este agroquimico por contrabando. La Atrazina a su vez, tiene un transporte fluvial estable
a largo plazo (Ouyang et al., 2020) y se ha demostrado que puede transportarse largas
distancias por agua de lluvia (Brun et al., 2008). Produce impactos negativos a bajas
concentraciones durante largos periodos de exposicion (Graymore et al., 2001). Al
ingresar a las cuencas, gran parte de la Atrazina se degrada a des-etil-atrazina, y en
muchos casos, las concentraciones de estos metabolitos superan a las de la molécula
original (Ouyang et al., 2020). En este estudio no se midieron metabolitos secundarios,
por lo que no fue posible evidenciar la presencia de este compuesto. El andlisis
descriptivo y predictivo (CART) para explicar la presencia de plaguicidas en sedimento
(figura 17) nos indico que el OD es una variable ambiental que se asocia fuertemente con
un sitio perturbado por agroquimicos. EI mismo analisis para el agua (figura 18) nos
muestra la fuerte influencia del gradiente salino en la cantidad de quimicos presentes en
esta matriz, lo que concuerda con una de las hipotesis de la tesis. EI aumento de la
salinidad genera cambios en la solubilidad acuosa de un componente quimico organico,
normalmente disminucién, lo que aumenta el potencial de bioacumulacion (Hutton et al.,
2021). Debido a esto, es llamativo el aumento del nimero de plaguicidas en la marisma
cuando se considera la matriz agua.

Es de destacar que muchas veces los plaguicidas se aplican combinados. Se sabe por
ejemplo que el 2.4D se aplica asociado con Glifosato, por lo que podemos suponer que,
si bien su presencia no fue analizada en esta tesis, este herbicida también debe estar
presente en la cuenca. Ademas los agroquimicos vienen en formulaciones complejas con

tensioactivos como las aminas grasas etoxiladas, de fuerte impacto negativo en la biota
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acuatica (Krogh et al., 2003). Se ha detectado que muchos de esos coadyuvantes ademas
son disruptores endocrinos (Defarge et al., 2018) lo que coincide con lo investigado por
Bertone (2024) que detect6 sustancias disruptoras enddcrinas en la cuenca.

Desde el punto de vista de la contaminacion por plaguicidas la zona media de la cuenca
es la mas impactada, al igual que lo evaluado por Bertone (2024) y Gonzalez (2021), para
estrogenicidad y contaminacion por coliformes fecales respectivamente. Por lo que las
comunidades bentonicas de esa zona estan expuestas a diversos tipos de contaminacion

antropica.

Comunidad macrobentonica en la cuenca del Maldonado

Como era de esperar, los sitios de la marisma, se agruparon juntos en base a presencia o
ausencia de diferentes Ordenes de macroinvertebrados, demostrando que es un dato de
valor para caracterizar la cuenca. En esa zona se observa la presencia de IsGpodos
caracteristicos de las desembocaduras (Excirolana spp) y Poliquetos de ecosistemas
estuarinos (i.e. Laeonereis pandoensis). Estudios previos en el estuario (Villamarzo et al.,
2021) identificaron varios Ordenes los cuales también se detectaron en esta tesis, aunque
las estaciones del afio de muestreo fueron diferentes, y se ha visto que hay diferencias
significativas entre nimero de especies macrobenténicas y la estacionalidad (Lecari y
Defeo, 2015). No se visualizaron Gasteropodos en la zona estuarina a diferencia de lo que
se observé en estudios preliminares donde fue el Orden con mayor frecuencia de
aparicion (Villamarzo et al., 2021).

Los sitios donde se encontraron mayor cantidad de individuos fueron ambos de zona
media, particularmente el sitio aguas abajo del Tambo (12), y la cafiada urbana de San
Carlos (8) representado por Haplotaxida y Anfipodos, respectivamente. Estos dos sitios
que se agrupan muchas veces juntos, presentan como ya fue mencionado muy baja

concentracion de OD y alta carga de plaguicidas en agua y sedimento, por lo que podemos
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hipotetizar cierta tolerancia de dichos Ordenes a este tipo de impacto antropogénico,
como ya fue observado para otros cauces de agua (Roldan, 1999; Jones et al., 2012). El
sitio de la cafiada urbana de San Carlos (8) y del Aleman (4) tuvieron abundantes limos
y arcillas en su sedimento. Esto puede generar obstruccion de los espacios intersticiales
del sustrato, lo que dificulta la supervivencia de algunos Ordenes de comunidad
bentonica, a la vez que favorece a otros como Haplotéxida (Zweig y Rabeni, 2001), como
se vio en esta investigacion. Es sabido que los organismos mas chicos como los
Anfipodos, que generalmente tienen ciclos de vidas méas cortos, poseen una ventaja
evolutiva en areas mas perturbadas (Villarmarzo et al., 2021), debido a su capacidad para
una rapida recolonizacién de ambientes contaminados y su resiliencia. Esto podria
explicar la presencia de individuos de este Orden en sitios como cafiada urbana de San
Carlos, cafiada de la perimetral de Maldonado, aguas abajo del vertedero municipal, y el
sitio aguas abajo del tambo, todos sitios con alto impacto antropogénico.

La cuenca alta present6 la mayor abundancia de insectos y moluscos, lo que puede estar
asociado a que dicha zona en principio esta menos impactada. Especificamente en el
punto después del olivar fue donde maés individuos de insectos se identificaron,
principalmente por la presencia de larvas de Dipteros y Odonatos. También en un sitio
de campo natural (16) y Paso Lopez (17) se identificaron ambos Ordenes. En la zona
media se visualizaron Odonatos en la cafiada del Aleman (4), y como era esperable no
hubo presencia de estos insectos en el estuario.

Los Molluscos se observaron en la zonas media y alta, principalmente por la presencia de
Corbicula sp. En dos sitios, ambos en la zona alta, se identificaron individuos de
Veneroida (Corbicula sp) y de Basomattophora (Cf. Biomphalaria), siendo éstos altimos
dominantes en las nacientes del San Carlos. La fraccion minima de arena en sedimento

de los cuales se espera que Corbicula sp sobreviva es de 65.9% (Rodriguez et al., 2021).
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En esta cuenca se vio que en 5 de los 6 puntos donde se la identificé predomind la arena
muy gruesa. La presencia del bivalvo invasor Corbicula sp ya ha sido descrita en un punto
del arroyo San Carlos (Clavijo et al., 2009). Aunque no hay ningun estudio de la
distribucion especifica de esta especie dentro de esta cuenca, esta tesis permitio detectar
que su distribucion se ha extendido por gran parte de la cuenca. La introduccion de
Corbicula sp afecta sensiblemente las poblaciones nativas de Unionoida (Lydeard et al.,
2004; Clavijo y Scarabino, 2013). Corbicula sp tolera un rango de salinidad entre 1y 13
UPS y no soporta salinidades mayores de 14-15 (Bertrand et al., 2017) por lo que era
esperable que no se encontrara en la marisma, pero si que se extienda aguas arriba de la
cuenca. Ademas, se sabe que las caracteristicas de Corbicula sp pueden variar si el
ambiente esta contaminado (Ramli et al., 2020) por lo que se podria evaluar la posibilidad
de usarlo como bioindicador (Sousa et al., 2008). En los sitios cafiada el Aleman (4),
cafiada urbana (8) y antes de tambo (13) no se encontraron Moluscos bivalvos. Estos son
sitios con un sedimento abundante en limos y arcillas lo que puede generar una
acumulacién de particulas en los 6rganos de este grupo taxondmico, que dificulta su
respiracion y alimentacion como report6 Jones et al (2012).

Las especies de Pomacea sp, poseen tolerancia a muchos disturbios antrépicos (Clavijo
y Scarabino, 2013), lo que concuerda con lo observado en esta tesis ya que esta especie
se observé en 6 puntos distribuidos en la zona media, algunos de ellos con muy bajos
niveles de OD y con contaminacion por plaguicidas. Tambien fue registrada en la zona
alta, a diferencia de Basommatophora que se registré en 4 puntos (3 en zona alta) y
ninguno de ellos urbanizado.

Es bien sabido que existe una relacion directa entre el nimero de taxones y los tipos y
variedad de sustratos (Richards et al., 1993). Sedimentos de granos finos o muy finos

propician la acumulacién y descomposicion de la materia organica (Villarmarzo et al.,
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2021). Se ha reportado que los Dipteros son més afines a sedimentos limoso-arenosos
(Morelli y Verdi, 2014). Esto se diferencia con lo que se detectd en esta tesis, ya que
aparecieron en practicamente todos los puntos de la zona alta donde el sedimento es
mayoritariamente compuesto por arena gruesa, y en varios puntos de zona media. Los
resultados podrian indicar que en los puntos 5 y 8 la alta presencia de agroquimicos
(Azoxistrobin, Clorpirifés, Etion y Diazindn en sedimento, asi como 2.4D, Diazinon y

Atrazina en agua) podrian explicar su ausencia.

Evaluacion de Riesgos

Tres de los cuatro sitios que tienen un RQ medio o alto estan aguas abajo de una ciudad
al igual que lo analizado en Laguna de Castillos (Griffero et al., 2018).

El sitio sobre una cafiada que atraviesa la perimetral de Maldonado (sitio 6) presentd un
RQ de 9,2 por lo que es de alto riesgo ecotoxicoldgico segun Sanchez Bayo et al (2002)
y Palma et al (2014). En esta cafnada situada en el “Ecoparque del humedal del arroyo
Maldonado” se detecté Carbendazim. Dado que se trata de un compuesto con un bajo
valor de Kow, su deteccion en sedimento implica un alto riesgo para las poblaciones
acuaticas. Diversos estudios han demostrado que su presencia resulta altamente toxica,
tanto en ecosistemas acuaticos como terrestres (Slijjkerman et al., 2004).

El Etion fue el sequndo plaguicida de la cuenca con mayor RQ. Fue detectado en dos
sitios, dos veces en sedimento de la cafiada urbana de San Carlos (8) y una vez en la
Alameda (5). De acuerdo con la sumatoria de RQ, ambos sitios de la zona media de la
cuenca presentan riesgo medio. En la evaluacion de riesgos de la laguna del Cisne
(Rodriguez-Bolaiia et al., 2023) el Etion presenté mayor RQ. El sitio 8, que presentd un
RQ de 0,68, también mostrd la presencia de Atrazinay 2.4 D en agua, por lo que se podria
suponer que, de haberse considerado la presencia de estos plaguicidas en dicha matriz, el

RQ habria sido considerablemente mayor. El sitio 5, como fue mencionado, esta aguas
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abajo del vertido de aguas servidas pobremente tratadas por OSE. Esto, sumado a la
presencia de ganado equino y bovino (actividad que usa frecuentemente plaguicidas)
podria explicar el RQ.

En la marisma el riesgo fue insignificante en todos los sitios. Una de las hipotesis de la
tesis es que en esta zona debido a la alta conductividad, los contaminantes precipitan, por
lo que se podria esperar ser detectados en sedimento. Esto no se observo, posiblemente
debido a que los 3 puntos del estuario estan proximos a la desembocadura, lejos de donde
se estima que comienza la marisma (préximo a la Alameda), por lo que los contaminantes
pueden estar acumulandose aguas arriba. Otra posibilidad es que el gran humedal que
existe entre los sitios de la ciudad de San Carlos (Alameda y cafiada urbana) y el balneario
el Tesoro, esté reteniendo los contaminantes (el sitio sobre la perimetral de la ciudad de
Maldonado que esta sobre los margenes de dicho humedal fue de alto riesgo), y los
agroquimicos que estan llegando a la cuenca baja muestreada de la marisma provengan
de areas mas préximas (ejemplo zona de la cafiada del Aleman sitio 4). Alternativamente
puede haber un grado bajo de dispersion de los agroquimicos estudiados.

En la zona alta, todos los puntos presentaron un riesgo muy bajo, excepto el sitio 15, que
mostrd un riesgo medio debido a la presencia del herbicida Sulfentrazone. En este caso,
es posible que si exista una sobreestimacion del riesgo, ya que se trabajo con una
concentracion equivalente a la mitad del limite de deteccion (LOD), un valor que influye
notablemente en el calculo del RQ. Para el Sulfentrazone, este valor fue de 25 ppb,
considerablemente superior a los 5 ppb que presentan la mayoria de los otros compuestos.
Si bien el RQ se considera un método que tiende a sobreestimar el riesgo (Maertens et
al., 2022), es relevante sefialar que en esta investigacion se utilizd como concentracion de
plaguicida en el sedimento la mitad del limite de deteccion, tal como sugieren varios

estudios para casos en los que las concentraciones de plaguicidas no son cuantificables

116



(Mac Loughlin et al., 2017; Merga et al., 2021). Entre ese valor usado y el limite de
cuantificacion, existe un amplio rango de incertidumbre, que podria aumentar el RQ. Por
otro lado, no se evalud el riesgo por la presencia de plaguicidas en agua ya que por
dificultades en la validacion, no se cuenta con dichos limites, y sumado a lo anterior, no
es menor considerar que los plaguicidas, son uno de tantos contaminantes que pueden

estar presentes en la cuenca y modificar el riesgo ecotoxicoldgico.

Exposicion de comunidad bentdnica a plaguicidas

Formulaciones comerciales de Azoxistrobin y Piraclostrobin han demostrado ser
perjudiciales en especies de Anélidos produciendo dafio en su ADN y bloqueando la
enzima catalasa (Campani et al., 2024). Los fungicidas pueden causar alteraciones en el
metabolismo endégeno como disminucion de la respiracion intracelular (Feng Wan et al.,
2025). En la cuenca del Maldonado se detectaron junto a poliquetos y oligoquetos, y en
un sitio de la zona media se detectaron ambos fungicidas en contacto directo con
macrobentos del Orden Haplotaxida. También se reportd que la exposicion al
Azoxistrobin, plaguicida identificado en 9 de los 19 sitios muestreados, produce estrés
oxidativo en organismos no objetivos (Campani et al., 2024) y cuando es crénica la
exposicion, disminuye la supervivencia, crecimiento y reproduccion de algunas especies
de Anfipodos, Moluscos y Dipteros (Kunz et al., 2010). Aunque se desconoce el modo
de accion en los invertebrados, se ha observado que el Azoxistrobin afecta la tasa de
procesos fisioldgicos como la respiracion, la frecuencia cardiaca y los movimientos de
las extremidades en por ejemplo los crustaceos (Gustafsson et al., 2010). Estas
alteraciones tienen el potencial de afectar el metabolismo energético y la aptitud fisica
individual, influyendo asi en las tasas vitales de la poblacion. Es evidente que el espectro

de sensibilidad/tolerancia para esta sustancia quimica es muy amplio para diferentes
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especies de artropodos, incluso se han visto diferencias significativas intra especie
Gustafsson (Gustafsson et al., 2010)

El Piraclostrobin por su parte es altamente toxico para los animales acuéticos (Li, 2019).
Los insecticidas a dosis no letales, afectan el crecimiento de los organismos por
alteraciones del correcto funcionamiento del sistema nervioso que disminuye la
longevidad, la fecundidad y la supervivencia de multiples especies (Feng Wan et al.,
2025). Los OF asi como otros plaguicidas pueden tener efectos en un organismo a nivel
bioguimico, que afecten eventualmente a su supervivencia y, a su vez, presentar
consecuencias poblacionales que modifiquen la estructura de las comunidades de
macroinvertebrados (Macchi et al., 2018). Unicamente en dos puntos de la cuenca se
identificaron OF e insectos a la vez. En el sitio 7 aparecid Clorpirifos en sedimento y en
el 12 aparecié Diazindn en agua. En ambos casos se identificaron larvas de Diptero
(Tabanidae sp) que poseen cierta tolerancia a la contaminacién, siendo capaces incluso
de habitar por extensos periodos en aguas con concentraciones muy bajas de oxigeno
como el sitio 12 (Marchese y Paggi, 2004; Tejerina y Molineri ,2007). La presencia de
Clorpirifés se correlaciona negativamente con la abundancia y nimero de taxones de
macroinvertebrados acuaticos (Macchi et al., 2018). Oligogquetos y Anfipodos estan
expuestos en la cuenca al Etion. Latoxicidad de los OF se debe a su inhibicion irreversible
de la actividad de la acetilcolinesterasa, que afecta el sistema nervioso de la fauna acuatica
y terrestre (Mali et al., 2023), la presencia de estos insecticidas a niveles ambientalmente
significativos produce estrés oxidativo (Brodeur et al., 2017).

En la cuenca se registro Atrazina en sitios donde se identificaron grandes cantidades de
individuos de los Ordenes Anfipoda y Haplotéaxida, pero también en algunos sitios con
Dipteros, Isépodos, Poliquetos y Basommathopora. Se ha reportado que la exposicion a

Atrazina en algunas especies altera la capacidad de tolerar variaciones de la salinidad
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afectando el control osmético (Fortin et al., 2008) lo que es particularmente peligroso
considerando que la cuenca del arroyo incluye un estuario.

Al herbicida 2.4 D se lo ha descrito como un disruptor endécrino que afecta la tasa de
crecimiento incluso en concentraciones muy bajas ( Pattanasupong et al., 2004). También
se ha visto que afecta el comportamiento de forrajeo y reproductivo de especies
bentdnicas, como el Anfipodo Hyalella meinerti (Ferraz Ruggiero et al., 2024), o en
Daphnia magna (Moreira et al., 2023). En agua de la cuenca del arroyo Maldonado fue
detectado 2.4 D en 9 sitios junto a individuos de la comunidad macrobenténica de todos
los Ordenes identificados. Los oligoquetos presentan una gran respuesta de detoxificacion
activando enzimas como la CAT, SOD y GST en estos grupos (da Silva et al., 2024). Se
ha demostrado que los organismos pueden bioacumular 2,4-D en un periodo de tiempo
muy corto (Fonseca et al., 2008).

El fungicida Carbendazim que aparecio en la cafiada perimetral de Maldonado, se ha visto
que produce una disminucion del pastoreo por zooplancton, aumentando la clorofila a del
agua, y se considera una amenaza grave para las comunidades acuéticas y terrestres
(Slijjkerman et al., 2004).

Aunqgue no se vio en este estudio, esta reportada la presencia de los bivalvos Tagelus sp
y Erodona sp (Gimenez et al., 2014) en el sedimento de la zona baja de la cuenca. Estos
estan expuestos a Piraclostrobin en sedimento. Ademaés, al ser organismos filtradores
presentan un riesgo de exposicion alto a los agroquimicos presentes en agua (Atrazina,
2.4D y Diazin6n). Incluso podrian estar bioacumulando el Diazinon, por ser este ultimo

hidrofobico y el 2.4 D, como se ha reportado en otras cuencas (Fonseca et al., 2008)

Potenciales bioindicadores locales
Si bien la adaptacion a varios plaguicidas es conocida, el papel de la magnitud de la

presion toxica y los factores ambientales prevalecientes en el desarrollo de la tolerancia
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aun estan en debate. Si embargo, se ha visto que el desarrollo de tolerancia de especies
no objetivos puede ocurrir a concentraciones muy bajas, muy por debajo de las permitidas
legalmente (Shahid et al., 2018). Este puede ser el caso de los Anfipodos de la cafiada
urbana de San Carlos (8) que aun habitando en un sitio con un RQ medio, con la mayor
cantidad de plaguicidas de toda la cuenca, fueron muy abundantes.

Los oligoquetos también soportan ambientes contaminados por materia organica (Roldan,
1999; Rosales y Sanchez, 2013) lo que se ve reflejado en los sitios 10 y 14. También se
ha reportado su tolerancia a varios plaguicidas (Marrochi et al., 2021), lo que se evidencia
en sitios con alta carga de contaminantes organicos como 5, 8 y 12 donde se identificaron
junto a OF, Azoxistrobin y Carbendazim. Es de destacar que el nivel taxondmico utilizado
para sugerir un bioindicador es un tema en discusién, ya que cuando se usan diferentes
niveles se pueden encontrar resultados diferentes incluso opuestos (Hewlett, 2000).
Diversos estudios sugieren que el nivel taxondmico ideal depende de la diversidad del
Orden y del ambiente que se pretende monitorear (Bowman y Bailey 1997; Lenat y Resh,
2001; Waite et al., 2004). Si las diferencias entre los sitios son grandes, es probable que
una resolucién taxonémica mas general sea suficiente para detectar diferencias. Si las
diferencias entre los sitios son pequefias, es posible que se necesite una resolucion
taxondmica mas fina, para detectar diferencias (Lenat y Resh, 2001). Para grandes
impactos se ha visto dentro de Insecta que no hubo diferencias significativas entre usar
Familias o Especies o incluso Ordenes (Waite et al., 2004). Dentro de esos niveles
taxonémicos tanto Familias u Ordenes, no lograron captar diferencias mas sutiles entre
los sitios. Bowman y Bailey (1997) han demostrado que impactos importantes no se
detectan a nivel de género o especie, pero si en Familia u Orden. En este sentido se sugiere
explorar familias del Orden Haplotaxida que puedan ser identificadas a futuro en estos

sitios como posibles bioindicadores de la presencia de agroquimicos, siguiendo enfoques
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similares aplicados en otras cuencas (Arocena, 1996; Marrochi et al., 2021). De forma
analoga, también se podrian explorar especies de Anfipodos (Wenner, 1988).

Las enzimas de detoxificacion como glutation S-transferasa (GST), glutation reductasa
(GSH), superéxido dismutasa (SOD), y la catalasa (CAT) de especies a estos Ordenes
podrian ser evaluadas como biomarcadores de contaminacion por plaguicidas (da Silva
et al., 2024) en la cuenca del Arroyo Maldonado. Por ejemplo en el caso de poliquetos
del Orden Phylodocida (Laeonereis pandoensis) con habitos similares a otros poliquetos
nereididos (ejemplo Hediste diversicolor) se han aplicado estas herramientas moleculares

y bioquimicas (Ayoola et al., 2011; Garcia-Alonso et al., 2011).

Perspectivas

La informacion recabada permitié completar una base de datos primaria para caracterizar
ambientalmente la cuenca y sentar las bases de un monitoreo ambiental a largo plazo que
pueda generar planes de manejo para su conservacion y uso sustentable. Esta
investigacion cubri6 una extensa region geogréafica incluyendo sitios en todas las zonas
de la cuenca, pero igualmente seria recomendable aumentar los sitios de muestreos
especialmente en la marisma, para obtener una informacion mas detallada de la
contaminacion por plaguicidas.

En proximos estudios seria deseable explorar familias y especies presentes en los sitios
de muestreo de los Ordenes Haplotaxida y Anfipoda que puedan ser utilizadas como
bioindicadores locales de contaminacién por plaguicidas, asi como estudiar la posibilidad

de que sus enzimas de detoxificacion sean Gtiles como biomarcadores.
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Conclusiones

El agrupamiento de datos por pardmetros fisicoquimicos y bioldgicos evidencié cierta
homogeneidad entre los sitios que por proximidad se agrupaban en la zona baja, media y
alta, con algunas excepciones.

Los sitios de cuenca media, Alameda y la cafiada urbana de San Carlos son los lugares
més impactados. No cumplen con la normativa del codigo de aguas con respecto a las
exigencias de OD y fueron donde mas plaguicidas se identificaron. Dicha zona media es
la que presentd mas sitios con riesgo ecotoxicoldgico significativo.

El plaguicida que fue detectado con mayor frecuencia en sedimento fue el Azoxistrobin
y en agua el 2.4D. El herbicida Atrazina, prohibido en Uruguay desde hace casi 10 afios,
continda estando presente en la cuenca.

Individuos de los Ordenes Haplotaxida y Anfipoda se identificaron con OF y
Azoxistrobin, por lo que se podria considerar identificar especies de estos grupos
taxondmicos presentes en esos sitios, para utilizarlos como bioindicadores locales de
dichos plaguicidas.

El bivalvo invasor Corbicula sp se ha extendido a lo largo de gran parte de la cuenca.
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Conclusiones generales

Este trabajo validd una variante de QUEChERS para extraccion de 28 plaguicidas usados
en Uruguay en sedimento de una cuenca costera de Maldonado.

Se generaron modelos estadisticos que determinaron la impostancia de algunas
propiedades fisicoquimicas de los agroquimicos en la validacion de los métodos de
extraccion.

Este estudio es el primero en realizar una caracterizacion ambiental de la cuenca del
Maldonado y monitorear la presencia de plaguicidas en distintas matrices y zonas.

De manera exploratoria, se permitié determinar la co-ocurrencia de agroquimicos con
diferentes taxa de la comunidad bentonica tanto en la zona dulceacuicola (cuenca alta y
media) como en la marisma (cuenca baja). Esto nos permite sugerir explorar especies de
los Ordenes Haplotaxida y Anfipoda para ser usados como potenciales bioindicadores

locales de contaminacion con agroquimicos en la cuenca del Arroyo Maldonado.
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Anexo

Tabla 17. Pardmetros instrumentales. Agroquimicos utilizados en la validacién, que se

ven por método negativo. Nombre del agroquimico, tiempo esperado de retencién, Q1

cuadrupolo precursor, Q3 cuadrupolo hijo, luego datos de voltajes usados en masa masa

(Potencial de declusteing DP, EP, Energia de colision CE, CXP). Asterisco indica la

utilizada para cuantificacion.

DP EP CE CXP

Agroguimico esperado Q1 Q3 (volts) (volts) (volts) (volts)
24D* 219 160,9 -21 -10 -14 -15
24D 219 124,9 21 -10 -34 -15
Diclosulam* 403,9 181,1 -73 -10 -21 -7
Diclosulam 403,9 153 -73 -10 -46 -9
Bentazone* 239 132 -80 -10 -35 -15
Bentazone 239 197 -80 -10 -30 -15
Fipronil* 434,9 329,8 -47 -10 -24 -10
Fipronil 4349 250 -47 -10 -50 -15

Tabla 18. Parametros instrumentales. Agroguimicos utilizados en la validacion, que se

ven por método positivo. Nombre del agroquimico, tiempo esperado de retencién, Q1

cuadrupolo precursor, Q3 cuadrupolo hijo, luego datos de voltajes usados en masa masa

(Potencial de declusteing DP, EP, Energia de colision CE, CXP). Asterisco indica la

utilizada para cuantificacion.

Tiempo DP EP CE CXP
Agroquimico esperado Q1 Q3 (volts) (volts) (volts) (volts)
Imazaquin * 18,25 312,2 199,1 81 10 41 12
Imazaquin 18,25 312,2 181,1 81 10 55 10
Imazapir* 14,45 262 217,2 56 10 28 10
Imazapir 14,45 262 149,2 56 10 36 10
Imazetapir* 17,51 290 245,2 80 10 28 10
Imazetapir 17,51 290 230,1 80 10 33 10
Imazamox * 15,85 306,2 261,1 66 10 31 14
Imazamox 15,85 306,2 246,1 66 10 33 14
Imazapic* 16,14 276,1 231 48 10 25 10
Imazapic 16,14 276,1 163 48 10 36 10
Sulfentrazone* 18,54 387,1 307,1 52,06 11 30 15
Sulfentrazone 18,54 404,2 307 40 6 38,7 13
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Propanil*
Propanil
Pirimetanil*
Pirimetanil
Pendimethalin*
Pendimethalin
Bispiribac*
Bispiribac
Acetoclor*
Acetoclor
Alaclor*
Alaclor
Metolaclor*
Metolaclor
Chlorimuron*
Chlorimuron
Clorsulfuran*
Clorsulfuran
Metsulfuron*
Metsulfuron
Pirazosulfuron*
Pirazosulfuron
Linuron*
Linuron
Saflufenacil*
Saflufenacil
Procloraz*
Procloraz
Penoxsulam*
Penoxsulam
Metribuzin*
Metribuzibn
Cianazina*
Cianazina
Atrazina*
Atrazina
Ametrina*
Ametrina
Ciproconazol*
Ciproconazol
Triticonazole*
Triticonazole
Epoxiconazol*
Epoxiconazol
Tetraconazol*
Tetraconazol
Propiconazol*
Propiconazol

21,21
21,21
20,92
20,92
24,26
24,26
20,89
20,89
21,92
21,92
22,04
22,04
22,09
22,09
21,08
21,08
18,75
18,75
18,25
18,25
21,87
21,87
20,94
20,94
20,21
20,21
22,79
22,79
18,77
18,77
18,55
18,55
17,7

17,7

19,9

19,9

20,25
20,25
21,3

21,3

21,68
21,68
21,83
21,83
21,51
21,51
22,58
22,58

218
218
200
200
282,2
282,2
431
431
270,2
270,2
270,2
270,2
284,1
284,1
415
415
357,9
357,9
382
382
415
415
249
249
501,1
501,1
376
376
484
484
215,2
215,2
241,2
2412
216,1
216,1
228,2
228,2
292,1
292,1
318,2
320,2
330,1
330,1
372,1
372,1
342,1
342,1

162
127
168,2
143,1
212
194
275,1
243,1
224
148
238,2
162,1
252
176,1
186,1
121,1
141,1
167,1
167,1
141,1
182,2
139,2
159,9
182
198,1
459,4
308
266
195,2
4441
187,1
84,1
214,2
159
174
103,9
186,2
96,1
70,2
125,1
70
70
101,2
121,3
159,1
205
159
69,1

64
64
40
40
45
45
60
60
36
36
31
31
51
46
46
46
81
81
60
60
60
60
61
61
82
82
78
78
100
100
66
61
38
38
21
21
80
80
16
16
66
66
36
36
88
88
46
46

10
10
10
10
10
10
10
10
10
10
10
10
10
10
10
10
10
10
10
10
10
10
10
10

10
10
10
10
10
10
10
10
10
10
10
10
10
10
10
10
10
10
10
10
10
10

23
36
36,9
37,9
16
25
17
45
11
29
15
25
21
35
27
53
25
25
23
20
23
61
25
23
61
20,3
15
24
40
34
25
31
23
14
25
27
26
34
35
35
51
33
63
27
39
29
37
33

10
10
10
10
10
10
10
10
10
10
10
10
16
10
10
10
24
12
10
10
10
10
10
12
33
35
10
10
10
10
10
10
10
10
10
10
15
16
10
10
12
12
10
10
10
10
10
10
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Metconazol*
Metconazol
Clomazone*
Clomazone
Clodinafop-propargil*
Clodinafop-propargil
Oxifluorfen*
Oxifluorfen
Flumioxazin*
Flumioxazin
Pirimifos metil*
Pirimifos metil
Methidation*
Methidation
Malathion*
Malathion
Diazinon*
Diazinon

Ethion*

Ethion
Clorpirifés metil*
Clorpirifoés metil
Imidacloprid*
Imidacloprid
Tiametoxam*
Tiamethoxam
Tiacloprid*
Tiacloprid
Bifentrin*
Bifentrin
Clorantraniliprole*
Clorantraniliprole
Iprodione*
Iprodione
Carbendazim*
Carbendazim
Thiram*

Thiram

Carbaril*
Carbaril
Azoxistrobin*
Azoxistrobin
Piraclostrobin*
Piraclostrobin
Trifloxistrobin*
Trifloxistrobin

22,8

22,8

20,56
20,56
21,98
21,98
23,32
23,32
20,12
20,12
22,99
22,99
20,31
20,31
21,2

21,2

22,67
22,67
23,73
23,73
23,3

23,3

14,43
14,43
12,95
12,95
16,17
16,17
25,61
25,61
20,19
20,19
21,98
21,98
13,27
13,27
17,93
17,93
18,88
18,88
20,3

20,3

22,58
22,58
22,88
22,88

320,1
322,1
240
240
350
350
362
364,2
355,3
372,3
306,1
306,1
303,1
303,1
331,2
331,2
305,2
305,2
385
385,059
321,996
321,996
256,1
256,1
292
292
253,1
255
440,1
440,1
4844
4844
330,1
330,1
192,1
192,1
241,1
241,1
202,2
202,2
404,1
404,1
388,1
388,1
409,3
409,3

70,1
70,1
125
89,3
91
238
315,8
318,2
327,1
77
108,1
164,1
145
84,9
99
284,9
153,1
169,2
198,9
198,9
125
289,9
209,1
175,1
211,1
246,1
126
128
181,2
166,2
286,2
453,4
245,1
288
160
132,1
88
120
145
127,1
372,1
344
194,2
163,1
186
206,1

36
31
78
78
60
60
57
60
55
28
130
130
46
41
56
56
51
51
61
66
76
76
86
86
88
88
98
98
36
36
63
63
64
64
80
80
36
36
68
68
72
72
67
67
50
50

10
10
10
10
10
10
10
10
10

10
10
10
10
10
10
10
10
10
10
10
10
10
10
10
10
10
10
10
10
14
14
10
10
10
10
10
10
10
10
10
10
10
10
10
10

55
51
24
55
40
40
22
21
20
78
42
31
10
10
35
11
27
29
15
13
27
23
22
23
10
10
28
25
21
55
18
34
21
16
22,8
41,9
15
19
12
35
19
31
17
39
22
18

12
12
10
10
10
10
10
10
17
10
10
10
13
29
10
10
12
14
10
12

14
10
10
15
13
10
10
10
10
10
10
10
10
10
10

10
10
10
10
10
10
10
15
10
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Tabla 19. Agroquimicos inyectados en el cromatografo detectados por el método

negativo, tiempo de retencion, transicion principal (cuantificacion) y secundaria

(confirmacion).

Agroquimico

2.4D
Diclosulam
Bentazone
Fipronil

Tiempo

retencion

10,31
10,7

10,17
12,45

de Transicion

219/161
403/181
239/132
435/330

principal

Transicién
secundaria
219/124
403/153
239/197
435/250

Tabla 20. Agroquimicos inyectados en el cromatdgrafo detectados por el método

positivo, tiempo de retencion, transicion principal (cuantificacion) y secundaria

(confirmacién).

Agroguimico Tiempo de retencion  Transicion principal Transicion secundaria
Imazaquin 18,24 312/199 312/181
Imazapir 14,35 262/217 262/149
Imazetapir 17,45 290/245 290/230
Imazamox 5,83 306/261 306/246
Imazapic 16,05 276/231 276/163
Sulfentrazone 18,46 387/307 404/307
Propanil 21,14 218/162 218/127
Pirimetanil 20,86 200/168,2 200/143.1
Pendimethalin 24,26 282/212 282/194
Bispirivac 20,96 431/275,1 431/243,1
Acetoclor 22,03 270/224 270/148
Alaclor 22,06 270/238 270/162
Metolaclor 22,1 284/252 284/176
Chorimuron 21,01 415/186 415/121
Clorsulfuran 18,64 357/141 357/167
Metsulfuron 18,09 382/167 382/141
Pirazosulfuron 21,73 415/182,2 415/139.2
Linuron 20,85 249/160 249/182
Saflufenacil 20,19 501/198 501/459
Procloraz 22,71 376/308 376/266
Penoxulam 18,65 484/195 484/444
Metribuzin 18,45 215/187 215/84
Cianazina 17,59 241/214 241/159
Atrazina 19,81 216/174 216/104
Ametrina 20,22 228/186 228/96
Ciproconazol 21,38 292/70 292/125
Triticonazole 21,69 318/70 320/70
Epoxiconazol 21,83 330/101 330/121
Tetraconazol 21,49 372/159 372/205
Propiconazol 22,67 342/159 342/69
Metconazol 22,73 320/70 322/70
Clomazone 20,66 240/125 240/89
Clodinafop propargil 22,05 350/91 350/238
Oxifluorfen 23,29 362/315 364/318
Flumioxacin 20,12 355/327 372177
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Pirimifos metil 23 306/108 306/164

Metidation 20,22 303/145 303/85
Malathion 21 331/99 331/285
Diazinon 22,74 305/153 305/169
Ethion 23,8 385/198 385/171
Clorpirifés metil 23,4 321/125 321/289
Imidacloprid 14,16 256/209 256/175
Tiametoxam 12,68 292/211 292/246
Tiacloprid 16,03 253/126 255/128
Bifentrin 25,54 440/181 440/166
Clorantraniliprole 20,06 484/286 484/453
Iprodione 21,98 330/245 330/288
Carbendazim 13,06 192,1/160 192,1/132,1
Thiram 17,86 241/88 241/120
Carbaril 18,74 202/145 202/127,1
Azoxistrobin 20,31 404,1/372,1 404,1/344
Piraclostrobin 22,62 388/194 388/163
Trifloxistrobin 22,96 409/186 409/206

Tabla 21. Porcentajes de las diferentes fracciones granulométricas (arenas muy gruesas
y balasto, gruesa, media, fina y muy fina, y limos y arcilla) para las muestras de la cuenca

del Arroyo Maldonado.

Sitio Arena muy Arena Arena Arenafina  Arena muy Limo y
gruesa Yy gruesa media fina arcilla
balasto
>1 mm 1mm-500 500-250 um  250-125pum  125-63 pm <63 pm

pm

1 0,0 0,1 32,0 65,7 0,7 15

2 10,0 20,2 29,1 31,8 4,6 4,3

3 4,6 4,8 20,3 54,3 59 10,2

4 78 3,6 4,7 5,6 4,2 74,1

5 25,6 28,0 30,6 8,8 4,6 2,4

6 4,7 2,2 8,5 32,3 16,0 36,2

7 3,8 11,1 42,7 20,6 6,9 15,0

8 75 6,6 11,4 9,4 4,9 60,2

9 38,3 26,8 16,6 3,8 3,1 11,4

10 65,5 25,5 6,2 1,1 0,8 0,9

11 47,1 16,4 15,9 9,3 5,1 6,3

12 72,4 12,9 6,2 1,9 1,6 5,0

13 17,9 6,8 7,7 8,3 71 52,3

14 89,6 52 1,9 1,0 0,8 15

15 42,2 34,3 13,8 3,9 2,1 3,8

16 914 5,8 1,5 0,3 0,5 0,6

17 425 39,8 14,6 0,9 15 0,8

18 76,6 18,2 2,9 0,4 13 0,7

19 90,0 8,8 0,3 0,1 0,3 0,5
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Tabla 22. Sitios de muestreos, fraccion de carbono organico calculado (FOC), coeficiente

de sorcion lineal (kd) para los diferentes plaguicidas en cada sitio.

kd kd

Sitios Foc  kd Azoxistrobin kd Atrazina kd Piraclostrobin  Clorpirifds kd Diazindn  kd Etién  kd Carbendazim Sulfentrazone
1 0.295 57.520 80.135 680.177 2207.100 413.640 4075.886 10.603 4713
2 0.49 95542 133.106 1129.786 3666.031 687.062 6770.116 17.611 21.070
3 2.24  436.765 608.482 5164.735 16758.997 3140.856 30949.100 80.510 35.791
4 0.43 83.843 116.807 991.445 3217.129 602.932 5941.122 15.455 18.490
5 1.65 321.724 448.212 3804.380 12344.797 2313.577 22797.328 59.304 26.364
6 0.25 48.746 67.911 576.421 1870.424 350.542 3454141 8.985 10.750
7 0.48 93.593 130.389 1106.729 3591.214 673.041 6631.950 17.252 7.669
8 0.61 118.941 165.703 1406.468 4563.834 855.322 8428.103 21.925 26.230
9 0.56 109.191 152.121 1291.184 4189.749 785.214 7737.275 20.127 8.948
10 2.8 545.956 760.603 6455.918 20948.746 3926.070 38686.374 100.637 120.400
11 1.13  220.332 306.958 2605.424 8454.315 1584.450 15612.715 40.614 18.055
12 0.28 54.596 76.060 645.592 2094.875 392.607 3868.637 10.064 12.040
13 0.25 48.746 67.911 576.421 1870.424 350.542 3454141 8.985 3.994
14 2.75 536.207 747.021 6340.634 20574.661 3855.962 37995.546 98.840 118.250
15 0.51 99.442 138.538 1175.899 3815.664 715.106 7046.447 18.330 8.149
16 0.67 130.640 182.001 1544.809 5012.736 939.452 9257.097 24.081 28.810
17 0.16 31.198 43.463 368.910 1197.071 224.347 2210.650 5.751 2.556
18 0.72  140.389 195.584 1660.093 5386.820 1009.561 9947.925 25.878 30.960
19 0.21  40.947 57.045 484.194 1571.156 294.455 2901.478 7.548 3.355

Tabla 23. Minima concentracion sin efecto observada a los 21 dias (NOEC) para la

especie mas sensible (peces, invertebrados acuaticos y algas) y concentracion prevista sin

efecto (PNEC) para los diferentes plaguicidas identificados en sedimento de la cuenca.

NOEC PNEC
Azoxistrobin  0.044 0.0044
Atrazina 0.1 0.01
Piraclostrobin 0.004 0.00008
Clorpirifés 0.00014 0.000014
Diazinén 0.00056 0.000056
Etion 0.000025 0.0000005
Carbendazim 0.0015 0.00003
Sulfentrazone 0.2 0.004
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Figura 25. Curvas generadas con las concentraciones realizadas para hacer la curva
matriz y el area de las curvas de recuperacion. Compuestos validados (+), paracialmente
validados (+/-), y no validados (-), para extraccion de agroquimicos en sedimento de la

cuenca del arroyo Maldonado con QUEChERS.
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Figura 25. (Continuacién)
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Figura 25 (Continuacion)
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