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Resumen

Debido a que los plaguicidas ocupan un lugar importante
dentro de las sustancias quimicas a las que el hombre esta
expuesto, y frente a la necesidad de que los resultados
obtenidos sean confiables, el objetivo de este trabajo consiste
en la validacion de la metodologia analitica, basada en el
método de Environmental Protection Agency (EPA) 505
revision 2.1 (1995): Analysis of organohalide Pesticide and
commercial polychlorinated biphenyl (PCB) products in
water by microextraction and gas chromatography, utilizando
como valores de referencia los establecidos por el Codigo
Alimentario Argentino, siguiendo los lineamientos de la
norma de calidad 1SO17025 :2005.

Para la extraccion de los plaguicidas se utiliza la extraccion
liquido-liquido con hexano y posterior identificacion y
cuantificacion por cromatografia de gases.

El método presenta muy buena sensibilidad con limites
de deteccion de 0,003 a 0,3 pg/L y de cuantificacion de 0,01
a0,9 ng/L. En cuanto a la precision del método medida como
desviacion estandar relativa es menor al 20% para todos los
compuestos analizados. El método muestra una excelente
linealidad en el rango de trabajo establecido, con coeficientes
de determinacion mayores a 0,995.

Palabras claves: Plaguicidas, validacion, agua para
consumo humano, salud publica.
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Abstract:

Since pesticides are one of the main chemical substances human beings are exposed
to and due to the need to obtain reliable results, the objective of this work is to validate
the analytic methodology. It is based on the Environmental Protection Agency (EPA) 505
revision 2.1 (1995): Analysis of organohalide Pesticide and commercial polychlorinated
biphenyl (PCB) products in water by microextraction and gas chromatography, using as
reference the Maximum Residues Level (MRL) established by the Argentine Food Code,
according to 1ISO17025: 1999.

For the extraction of pesticides, liquid-liquid extraction with hexane was used and later
identification and classification was done by gas chromatography.

The method presents good sensitivity with detection limits ranging from 0.003 to 0.3
pg/L and quantification limits from 0.01 to 0.9 pg/L. As regards accuracy, relative standard
deviation was below 20% for all the substances analyzed. The method shows excellent
linearity in the work range established, with determination coefficients over 0.995.

Key words: Pesticides, validation, drinking water, public health

Introduccion

La calidad del agua potable es un tema que preocupa en todos los paises del mundo,
desarrollados y no desarrollados, por su repercusion en la salud publica. Son factores
de riesgo los agentes infecciosos, los productos quimicos toxicos y la contaminacion
radiologica'.

El analisis de contaminantes quimicos en el agua suele ser menos prioritario que los
analisis microbiologicos, debido a que los efectos adversos de las sustancias quimicas se
producen a largo plazo.?? Los contaminantes quimicos presentes en el agua pueden provenir
de diversas fuentes: a partir de los suelos (cadmio, plomo, mercurio), por la polucién
proveniente de la actividad industrial del hombre (bifenilos policlorados, dioxinas) y
a partir de las practicas agricolas (plaguicidas, drogas usadas en animales). Todos estos
contaminantes pueden entrar en la cadena alimenticia y son un peligro potencial para la
salud humana.

Dado el amplio uso de los plaguicidas, estos ocupan un lugar importante dentro de
las sustancias quimicas a las que el hombre esta expuesto. Los principales usos de los
plaguicidas son agricolas, pecuarios, forestales, industriales, y en salud publica. También
tienen uso domeéstico, en parques y jardines, hoteles, hospitales, invernaderos, depésitos,
medios de transporte, etc.

Plaguicida es toda sustancia o mezcla de sustancias destinada a prevenir, destruir, atraer,
repeler o controlar cualquier tipo de plaga, incluidas las especies de plantas y animales
indeseables durante la produccion, almacenamiento, transporte, distribucion y elaboracion
de alimentos™.

Esta definicion nos muestra que al hablar de plaguicidas nos estamos refiriendo a
un grupo de sustancias quimicas muy heterogéneas, de diversa naturaleza, estructura y
actividad bioldgica, lo que determina diferente toxicidad y hace muy dificil la clasificacion
de los riesgos para la salud humana.

Los efectos de los plaguicidas pueden ser agudos, es decir de rapida aparicion y
curso, generalmente en las primeras 24 horas, producidos por una sola dosis o por corta
exposicion; o cronicos, efectos que se observan a largo plazo y son el resultado de varias
exposiciones, generalmente a cantidades pequenas de la sustancia, repetidas por un tiempo
prolongado, a menudo irreversibles.®"#

Los COPs (compuestos organopersistentes) son sustancias quimicas no biodegradables,
se acumulan en los organismos vivos a través de la red alimentaria y suponen un riesgo
al provocar dafos en la salud humana y al medio ambiente. Los efectos humanos



incluyen, entre otros, cancer, danos al sistema nervioso, interferencia con la capacidad
reproductiva, disminucién en el desarrollo intelectual de los nifios y debilitamiento del
sistema inmunologico.®

La contaminacion del agua por plaguicidas se produce al ser arrastrados por el agua de
los campos de cultivos hasta los rios y mares donde se introducen en la cadena alimenticia.
Los plaguicidas acumulados en el agua ponen en peligro la vida de vegetales y animales
acuaticos. También se acumulan en los tejidos de algunos peces los que impacta en la salud
de los grandes consumidores.*'

De la calidad del agua para consumo y la utilizada para coccion de alimentos que
disponen las poblaciones, depende en gran medida la calidad de vida de las mismas, ya
que el agua insalubre es uno de los diez factores de riesgo que producen mayor carga de
morbilidad en el mundo, segn estudios de la OMS.™

Debido a lo anterior existen reglamentaciones que establecen las concentraciones
maximas permisibles de algunos plaguicidas en el agua lo que se conoce como Limite
Méximo para Residuos de plaguicidas (LMR).

Limite maximo para residuos de plaguicidas (LMR) es la concentracion maxima de
residuo de un plaguicida, recomendada por el Codex Alimentarius, para que se permita
legalmente su uso en la superficie o la parte interna de productos alimenticios para consumo
humano y de piensos. Los LMR varian de un producto alimentario a otro, de un plaguicida
a otro y de un pais a otro."

Llamamos residuo de plaguicida a cualquier sustancia especificada presente en
alimentos, productos agricolas o alimentos para animales como consecuencia del uso de
un plaguicida, como productos de conversion, metabolitos y productos de reaccion y las
impurezas consideradas de importancia toxicologica. Incluye los residuos de procedencias
desconocidas o inevitables (por ejemplo, ambientales) como los derivados de usos conocidos
de la sustancia quimica en cuestion. '

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) es un referente internacional para la
formulacion de normas que aseguren la inocuidad del agua potable y refleja también una
importante preocupacion por los contaminantes organicos. La OMS establece los limites
de referencia teniendo en cuenta los efectos en la salud basados en la IDA (ingesta diaria
admisible) recomendada por la JMPR (Joint FAO/WHO Meeting on Pesticide Residues)
en 1970. 11213

La EPA (Environmental Protection Agency) es uno de los principales organismos de
referencia en material ambiental en el mundo.

Los LMR establecidos para agua de consumo humano en la provincia de Cérdoba se
basan en el Codigo Alimentario Argentino (CAA).

En la Tabla 1 se establece una comparacion de las recomendaciones y limitaciones de
la EPA', l]a OMS 21315y el CAA.1®

Plaguicida CAA (pg/L) OMS (pg/L) EPA (pg/L)
Aldrin + Dieldrin 0,03 0,03 *
Clordano 0,30 0,2 2

DDT (Total e isomeros) | 1,00 1 *
HePtgcloro+heptacloro 0.10 “ 0402
epoxido

Metoxicloro 30,0 20 40
Lindano 3,0 2 0,2
Hexaclorobenceno 0,01 * 1

Metil paration 7 * *
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Paration 35
Malation 35 * *

Tabla 1: *La OMS y la EPA no fijan LMR para estos plaguicidas debido a que se han
reportado valores en agua de consumo mucho menores que las que pueden producir
efectos toxicos.™ 5

Para monitorear estos limites de residuos de plaguicidas se deben obtener muestras
representativas y realizar el analisis en laboratorios especialmente dedicados a esta tarea,
con analistas capacitados y utilizando metodologias desarrolladas y validadas bajo un
sistema de gestion de calidad.

La calidad de los resultados obtenidos por el laboratorio depende de numerosos
factores: humanos, instalaciones, equipos, métodos de ensayo, trazabilidad de las medidas,
calibracion y validacion de métodos, muestreo, manipulacion y gestion de muestra.

Para lograr el aseguramiento de la calidad de los resultados emitidos por el laboratorio,
es necesario validar los métodos que se utilizan, de manera tal que los destinatarios se
sientan satisfechos y confiados por los resultados proporcionados. La validacion es la
confirmacion, a través del examen y el aporte de evidencias objetivas, de que se cumplen
los requisitos particulares para un uso especifico previsto'y se logra a partir de la obtencion
de parametros de trabajo, mediante experimentacion y documentacion de resultados,
para finalmente detallar y/o corregir el procedimiento. La validacion se realiza a través de
ensayos de recuperacion de muestras fortificadas a distintas concentraciones de acuerdo
a los niveles de accion para cada analito establecido por la autoridad competente; lo
cual permite determinar la eficiencia del método. A su vez intervienen por lo menos dos
analistas para asegurar la reproducibilidad y repetibilidad de la metodologia utilizada por
el laboratorio.

Los parametros que se analizan en la validacion son: precision, exactitud, linealidad,
robustez, limite de deteccion y cuantificacion. 18192

Materiales y metodos

Disefio: Descriptivo de corte transversal realizado en el periodo 2008-20009.

El proceso de validacion de la metodologia “Determinacion de residuos de plaguicidas
en muestras de Agua para consumo Humano” se realiza de la siguiente manera:

En primer lugar se definen los niveles a fortificar de acuerdo a los niveles de accion
establecidos por el C.A.A. (Codigo Alimentario Argentino) para los siguientes analitos:
Hexaclorobenceno, Heptacloro, Heptacloro epoxido, trans clordano, Dieldrin, pp -DDE,
pp -DDT, pp"-DDD, op™-DDE, op™-DDT, Malatién, Paration y Metil paration. Se designan
dos analistas calificados para realizar los ensayos de recuperacion de estandares. Una
vez definidos los analistas cada uno repite el ensayo que se describe mas adelante sobre
las muestras de agua fortificadas en los tres niveles de fortificacion definidos para cada
analito.

Las muestras se conservan a temperatura no mayor a 8° C y al resguardo de la luz.

A continuacion se expone un esquema (Esquema 1) de los pasos que componen el
analisis de residuos de plaguicidas organoclorados y organofosforados en agua para consumo
humano en nuestro laboratorio.



Esquema I. Metodologia analitica para residuos de plaguicidas
en agua para consumo humano 2'

Medir 35 ml de agua en una probeta de S0ml

\ 4

Transferir a una ampolla de 100ml y agregar 6g de Na Cl

A

Agitar hasta su total disolucion

Agregar 2ml de hexano grado plaguicida o similar

Agitar durante 1 minuto

Separar la fase organica con pipeta pasteur

Analisis Cromatografico

Las muestras son inyectadas en dos condiciones cromatograficas diferentes. La diferencia
entre ambas condiciones debe radicar en la fase estacionaria de la columna cromatografica
utilizada en cada una de ellas. Los equipos utilizados son:

Para el analisis de plaguicidas organoclorados, se utiliza un cromatografo de gases
marca Perkin Elmer modelo Autosystem XL, equipado con un detector de captura de
electrones ECD®, el cual presenta excelente sensibilidad para el analisis de atomos con
capacidad para atraer electrones. Para resolver la mezcla de plaguicidas se utiliza una
columna capilar RTX -5ms.

Para el analisis de plaguicidas organfosforados, se utiliza un cromatografo de
gases marca Shimadzu modelo GC 14B, equipado con un detector fotométrico de llama
con filtro para fosforo (FP) el cual presenta excelente sensibilidad durante los analisis de
moléculas que posean atomos de fosforo. Para resolver la mezcla de plaguicidas se utiliza
una columna capilar VF 17ms y SPB 50

Los parametros metodologicos utilizados son el establecimiento de las ventanas de
tiempos de retencion de los analitos, el intervalo lineal de trabajo y los limites de deteccion
y cuantificacion de cada plaguicida.

La identificacion de un analito en la muestra se realiza por comparacion de su tiempo
de retencion con el tiempo de retencion del estandar en dos condiciones cromatograficas
que utilizan columnas capilares de polaridades diferentes.

Para la cuantificacion se prepara una solucion del estandar en una concentracion tal
que el area del mismo esté dentro del + 25 % del area del analito identificado en la muestra
y teniendo en cuenta que se encuentre dentro del ambito lineal de trabajo establecido
previamente.*
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Es importante destacar que se emplean estandares y reactivos de alta calidad siendo
éstos ultimos controlados por el laboratorio.

El criterio de aceptacion de las recuperaciones en las muestras fortificadas en nuestro
laboratorio es: 60-130%

Para el calculo de la incertidumbre de medicion se identifican todas las fuentes de
incertidumbre y se confecciona un diagrama causa-efecto (Figura 1).

Diagrama Causa-Efecto

/| Intralaboraterics

N “rea dd pico cromatogriEfico el esUEndar
E—— del est/Endar Incertidumbre
rea dal pico - Certifzado del
Calibracién de estEndar
del extracto de Vaolumen del estEndar la balanza Pureza (min 85%)
la muestra ~—F Cortificado del
Masa del est/Endar * - estiEndar
T PO
cromatogr/Efico del . final material volumtrico
wat Freds ‘ohumen
del extracto Veolumen del estEndar .
» Cafbrasiondel GG ) Calibracién del
masterial volumGtrico
Masa del estEnd: de la muestra
Dilucién—* Concentracion del
Plaguicida en la
muestra pgf L
C"b'ﬁ' “-‘: «—— Callbracidn del materlal volumOtrico +— Calibracion del CG
del material g,
velumBtrico
Volemen de la muestra Volumen final del ‘rea del pico cromatogriEfto
extracto ded extracto de la muesta

Figura 1: Fuentes de incertidumbre de la metodologia en estudio

Resultados y discusion
En la tabla 2 se muestras los resultados obtenidos por los dos analistas involucrados
en el proceso de validacion realizado en el periodo 2008-2009.

2008-2009
A N?Vel dg} Porcentajg Fle Porcentajg ’de Promedio de D
Analito fortificacion | recuperacion | recuperacion recuperaciones "
pg/L Analista 1 Analista 2
Heptacloro 0,09 122 100 111 16
Heptacloro 1,76 60 63 62 2
Heptacloro 0,06 133 100 117 23
exo
Heptacloro 1,24 115 105 110 7
exo
pp -DDE 0,009 100 89 95 8
pp-DDD 0,022 60 109 85 35
op-DDE 0,019 94 66 80 20
op-DDT 0,024 99 64 82 25
pp-DDT 0,038 85 50 68 25
pp-DDT 1,78 100 113 107 9
meil 3,98 140 170 155 21
paration




metl 557 119 128 123 17
paration

metil 8 125 125 125 0
paratlon
malation 2728 102 125 114 16
malarién 36,37 129 122 126 5
malation 45,46 99 93 96 4
paration 16,9 129 153 141 17
paration 238 111 116 113 14
paration 34 112 115 114 2

Tabla 2: *Cuando la recuperacion de los analitos no cumplen con el rango de trabajo
establecido, se repiten las determinaciones hasta obtener el valor correcto.
*SD : Desviacion estandar

La siguiente tabla Tabla 3 resume los valores numéricos de cada fuente de incertidumbre
como asi también la Incertidumbre relativa del nivel de plaguicida en la muestra.

Descripcion Valor de X SD u (x) RSD u (x)/x
Precision 100 6,96 0,070
Sesgo 103 0,08 0,079
Temperatura 2 0,00 0,001
Pureza e estandares 99 0,29 0,003
Incertidumbre relativa del nivel de

. 0,105
plaguicida en la muestra

Comparacion de resultados con otra metodologia

Se comparan los resultados obtenidos por la metodologia, objeto de estudio del presente
trabajo, con los obtenidos utilizando el método SPME (Micro extraccion en fase solida)

La microextraccion en fase solida (SPME) es una técnica simple que atina los pasos de
extraccion y concentracion, no utiliza disolventes y permite la automatizacion en las etapas
de preconcentracion y analisis. La adsorcion de los analitos se lleva acabo por insercion
de la fibra en la muestra y posterior desorcion térmica para su analisis en el equipo de
cromatografia de gases acoplado a un detector especifico. En nuestro laboratorio se cuenta
con un detector de espectrometria de masas. Se pueden utilizar voliumenes muy pequefios
de muestra sin perder sensibilidad, pudiendo alcanzar la determinacion de compuestos
con los mismos limites de deteccion que los obtenidos por la microextraccion liquido/
liquido.

A continuacion se muestran los resultados de algunos analitos, analizados por las dos
metodologifas. (Tabla 4)

Analito Porcentaje de recuperacion Porcentaje de
Método EPA 505 recuperacion SPME

HCB 70% 88%

Cis clordano 65% 115%
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Conclusion

Los porcentajes de recuperacion obtenidos para los analitos a validar, se encuentran
dentro del rango de trabajo establecidos 60-130%.

El método muestra una excelente linealidad en el rango estudiado, con valores de
coeficientes de correlacion mayores a 0,995.

En cuanto a la precision del método, medida como desviacion estandar relativa, fue
menor al 20%.

El método presenta una muy buena sensibilidad obteniendo limites de deteccion entre
3x10° 1x10? png/L paralos plaguicidas organocloradosy 0,3 ng/L para los organofosforados.
Los limites de deteccion obtenidos son comparables con la metodologia validada por el
Departamento de Quimica Analitica de la Universidad de Almeria —Espana.** 2> ¢

El calculo de incertidumbre de la metodologia en estudio (RSD=0,105) es comparable
con valores de bibliografia para el analisis de residuos de plaguicidas en pan® (RSD=0.34),
y con la metodologia validada por el laboratorio para la determinaciéon de residuos de
plaguicidas en alimentos con contenido graso (RSD=0,073).

Los resultados obtenidos por la metodologia en estudio son comparables dentro del rango
establecido (60-130 %), con los obtenidos utilizando el método SPME (Microextraccion
en fase solida) con cromatografia de gases acoplada a un detector de espectrometria de
masas, que se utiliza en nuestro laboratorio.

Esta metodologia fue utilizada para el monitoreo de aguas para consumo humano en
el convenio con el ERSEP (Ente Regulador de Servicios Publicos de la Provincia) desde el
ano 2001 y actualmente sigue siendo aplicada en el laboratorio para realizar el monitoreo
de las aguas de rios y embalses de la provincia de Cérdoba.
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