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@ RESUMEN

El uso de agroquimicos para el control de plagas en los cultivos puede conducir a
la contaminacion de los suelos con sus residuos. En la provincia de Tucuman, el principal
cultivo es la cafia de azucar, en el cual se utiliza atrazina como herbicida pre y post emer-
gente para el control de gramineas y hojas anchas. Clorpirifos, por su parte, es un insecti-
cida cuyo uso no esta permitido en Argentina desde el afio 2023. Sin embargo, dadas sus
caracteristicas fisicoquimicas, es persistente en el ambiente y por lo tanto, es posible que
aun se encuentren residuos a niveles traza en suelos agricolas con historial de uso de este
insecticida. El objetivo de este trabajo fue el desarrollo y validaciéon de un método para la
determinacién simultanea de atrazina, sus metabolitos desetil atrazina (DEA) y desisopropil
atrazina (DIA), y de clorpirifos en muestras de suelo de uso agricola, con el fin de contar
con un método validado para evaluar posteriormente la degradacion de estos compuestos
en suelo y en lechos biolégicos. La deteccién y cuantificacion se llevd a cabo por croma-
tografia gaseosa (GC) con detector de masas simple cuadrupolo (CG-MSD). La extraccion
de los plaguicidas se baso en el método de QUEChERS original, empleando acetato de
etilo como solvente de extraccion. Se evaluaron limites de deteccion y de cuantificacion,
linealidad, reproducibilidad e incertidumbre. El método validado resulté adecuado para la
determinacién de residuos de los plaguicidas seleccionados, obteniéndose valores acep-
tables de los parametros evaluados, en el rango de concentraciones de 0,020 mg kg™ a 20
mg kg'.(atrazina, desetil atrazina y clorpirifos) y de 0,050 mg kg a 20 mg kg™ (desisopropil
atrazina). Estos valores son adecuados para los fines de esta validaciéon y comparables
con los de otros autores. Se comprobd que el método es también adecuado para otras
matrices como compost de citrus.

Palabras clave: agroquimicos, desetil atrazina, desisopropil atrazina, plaguicidas,
CG-MSD.

8§ ABSTRACT

Validation of a methodology for the analysis of atrazine and chlorpyrifos residues
in soil

The use of agrochemicals for pest control on crops can lead to soil contamination
with residues. In the province of Tucuman, the main crop is sugarcane, where atrazine is
used as a pre- and post-emergence herbicide to control grasses and broadleaf weeds.
Chlorpyrifos is an insecticide whose use has been prohibited in Argentina since 2023.
However, given its physicochemical characteristics, it is persistent in the environment;
therefore, trace levels of residues may still be found in agricultural soils with a history of
use of this insecticide. The objective of this study was to develop and validate a method
for the simultaneous determination of atrazine, its metabolites desethyl atrazine (DEA) and
desisopropy! atrazine (DIA), and chlorpyrifos in agricultural soil samples. This method was
used to subsequently evaluate the degradation of these compounds in soil and biobeds.
Detection and quantification were carried out by gas chromatography (GC) with a single
quadrupole mass detector (GC-MSD). Pesticide extraction was based on the original
QUEChERS method, using ethyl acetate as the extraction solvent. Limits of detection
and quantification, linearity, reproducibility, and uncertainty were evaluated. The validated
method was suitable for determining residues of the selected pesticides, yielding acceptable
values for the parameters evaluated, in the concentration range of 0.020 mg kg™ (atrazine,
desethyl atrazine and chlorpyrifos) and 0,050 mg kg™ to 20 mg kg™ (desisopropyl atrazine).
These values are adequate for the purposes of this validation and comparable with those of
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other authors. The method was also found to be suitable for other matrices such as citrus

compost.

Key words: agrochemicals, desethyl atrazine, deisopropyl atrazine, pesticides,

GC-MSD.

8 INTRODUCCION

La atrazina (6-cloro-N-etil-N’-(1-metiletil)-triazi-
na-2,4-diamina) es uno de los herbicidas clorados mas
ampliamente utilizados en la agricultura (Hayes et al., 2002;
Lassere et al., 2008). En los ultimos afos, varios estudios
han demostrado un peligro potencial de su uso tanto para
la salud ambiental como la humana. Es un herbicida sis-
témico selectivo autorizado en Argentina para el control
de malezas en cultivos de maiz, sorgo granifero, cafa de
azucar y té, entre otros. Se lo considera un potencial con-
taminante debido a sus caracteristicas fisicoquimicas, con
una vida media de varios dias a meses, dependiendo de
las caracteristicas del suelo y las practicas agricolas uti-
lizadas. El compuesto original y sus metabolitos se han
detectado en suelos y aguas superficiales y subterraneas,
siendo prohibido su uso en algunos paises de Europa, y
restringido en otros, considerandolo altamente contami-
nante del agua potable (Candela, 2016).

En la provincia de Tucuman, la atrazina (ATZ) es
empleada cominmente en el control de malezas durante
la brotacién y el macollaje de la cafia de azucar. Estas fa-
ses se extienden desde octubre hasta mediados de enero,
con variaciones de acuerdo a las condiciones ambientales
y de manejo. Ademas del cultivo de cafia de azUcar, en el
centro-oeste de la provincia también se cultiva maiz y soja
con sucesion de trigo.

La azucarera fue la primera industria pesada de
toda la Argentina y es la actividad agroindustrial mas im-
portante de la provincia, responsable del 65% del azucar
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producido en el pais. En el cultivo de la cafia de azlcar se
emplea ATZ como herbicida pre y post emergente para el
control de gramineas y hojas anchas. Su uso esta regis-
trado en Argentina y autorizado por el SENASA, con un
Limite Maximo de Residuo (LMR) de 0,25 mg kg™"'.

En esta provincia se estudio el impacto de veinti-
nueve plaguicidas sobre la calidad del agua superficial de
la sub cuenca del arroyo Mista. La atrazina fue el plagui-
cida mas detectado, con una frecuencia de deteccién del
40% vy un registro maximo de 0,324 ug L' (De Gerénimo
et al., 2014). Portocarrero et al. (2018), investigadora del
INTA, relevé en su tesis doctoral las concentraciones de
ATZ en el agua superficial de los arroyos Mista y Saladillo,
pertenecientes a la cuenca del rio Sali, al este del sector
cafero de la provincia (departamentos Cruz Alta y Leales).
Se detecto este herbicida en el 100% de las muestras, con
concentraciones minimas y maximas de 0,0004 pg L'y
0,4 ug L, respectivamente.

Considerando su toxicidad, el uso generalizado
y la estabilidad relativamente alta en el agua y el suelo
(Chowdhury et al., 2021; Reinhardt et al., 1990; Rostami
et al., 2021; Schwab et al., 2006), resulta indispensable
contar con un método de analisis de atrazina y sus meta-
bolitos principales de degradacion bioldgica (desetil atra-
zina y desisopropil atrazina) (Figura 1) que sea confiable,
rapido y sencillo de implementar, a fin de poder monito-
rear la presencia de este herbicida en suelos. Por otro
lado, clorpirifos es un insecticida y acaricida organofosfo-
rado (Figura 1) de amplio espectro. Tras una revision inte-
gral de antecedentes cientificos sobre los riesgos para la
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Figura 1. Estructura quimica de atrazina, sus metabolitos (DEA y DIA) y clopirifos.
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salud, el Servicio Nacional de Sanidad y Calidad Agroali-
mentaria (SENASA) de Argentina elimin6 de sus registros
los principios activos y los productos fitosanitarios que lo
contengan, a partir de junio de 2023. Antes de esta me-
dida, era ampliamente usado en diversos cultivos, como
granos (garbanzo, maiz), papa, frutas citricas, tabaco y
distintas hortalizas. Este compuesto presenta baja solu-
bilidad en agua y alto coeficiente de adsorcion en suelos
(Narvaez Valderrama et al., 2012). Dadas sus caracteristi-
cas fisicoquimicas, es persistente en el ambiente; por lo
tanto, es posible que aun se encuentren residuos a nive-
les traza en suelos agricolas con historial de uso de este
insecticida.

Actualmente, existen numerosos trabajos pu-
blicados sobre metodologias de andlisis de residuos de
atrazina y clorpirifos en suelo (Fenoll et al., 2006; Mojica
and Guerrero, 2010; Pszczolinska and Michel, 2016; Ma-
cia et al., 2015). Los métodos de extraccién empleados
habitualmente incluyen la extraccién Soxhlet (método de
la Agencia de Proteccion Ambiental -EPA- 3540), extrac-
cion Soxhlet automatizada (método EPA 3541), extraccion
liquida presurizada (PLE) (método EPA 3545), extraccién
asistida por microondas (MAE) (método EPA 3546), ex-
traccion ultrasénica con solventes (USE) (método EPA
3550) y extraccion con fluidos supercriticos (SFE) (método
EPA 3562), asi como extraccion en fase sélida (SPE), mi-
croextraccion en fase solida (SPME), dispersion de matriz
en fase sélida (MSPD) y extraccion acelerada con solvente
(ASE). Alternativamente, algunos autores proponen el uso
de un método rapido, facil, econémico, efectivo, robusto
y seguro, QUEChERS (por sus siglas en inglés de Quick,
Easy, Cheep, Effective, Rugged and Safe) para reemplazar
los métodos de extraccion tradicionales para la determi-
nacién de plaguicidas en suelo (Garcia Pinto et al., 2010;
Paramasivam and Chandrasekaran, 2013; Acosta-Dacal
et al., 2021; Gonzalez Curbelo et al., 2022).

En el laboratorio de Residuos de Plaguicidas de
la Seccion Quimica de la EEAOC se analizan principal-
mente residuos de agroquimicos en frutas y hortalizas, en
especial frutas citricas y sus derivados industriales, y en
alimentos en general. En muestras ambientales, sélo se
analizan aguas. Debido a los requerimientos crecientes de
andlisis de contaminantes en suelos, se inicid la puesta
a punto de esta metodologia. Se comenzo6 por atrazina y
clorpirifos, por ser los plaguicidas que abarcan el trabajo
de tesis de la autora principal, un estudio de degradacion
de estos plaguicidas en suelo y en lechos bioldgicos, en
el marco de su trabajo de tesis de la Maestria en Gestion
Ambiental. Para hacer el estudio de degradacién, fueron
necesarias la puesta a punto y la validacion del método de
analisis de estos analitos en suelo y en los componentes
de las biomezclas a ensayar.

El objetivo de este trabajo fue validar la metodo-
logia para la determinacion de residuos de atrazina y dos
de sus metabolitos (DEA y DIA) con importancia toxico-
l6gica, y el insecticida clorpirifos, basada en el método
de extraccion QUEChERS original (Anastassiades et al.,
2003), empleando acetato de etilo en lugar de acetoni-
trilo (Perihan et al., 2007) y GC-MSD para su deteccion
y cuantificaciéon. La verificacidon del método se realizd en
compost de citrus, por ser uno de los componentes de
las biomezclas que se emplearan posteriormente para el
estudio de degradacion de estos plaguicidas.

8 MATERIALES Y METODOS

En la Tabla 1 se indican las propiedades fisico-
quimicas de los compuestos estudiados. Dada la gran
variabilidad en la solubilidad en agua de los analitos, se
decidié emplear un solvente de extracciéon de polaridad
media, como el acetato de etilo, que tiene afinidad por
sustancias tanto de baja polaridad como intermedia, para
asegurar una buena recuperacién de los cuatro analitos.

Tabla 1. Propiedades fisicoquimicas de los analitos evaluados.

Parametro Atrazina DEA DIA Clorpirifos
Masa molar

(g mol-) 215,68 187,68 173,68 350,6
Solubilidad en agua

(mg L) 33 3200 670 1,4
pKa 1,68-1,71 1,30-1,65 1,30-1,58 ------

Todos los reactivos empleados fueron de grado
analitico. El acetato de etilo grado plaguicida (GP) fue pro-
visto por Sintorgan. El sulfato de magnesio anhidro (pu-
reza 97%) y el cloruro de sodio fueron suministrados por
Cicarelli, mientras que el PSA y C18 fueron adquiridos a
Agilent Technologies. El carbdn grafitizado (Supelclean
ENVI-Carb 120/400) fue provisto por Supelco. Los estan-
dares individuales de atrazina, DEA, DIA y clorpirifos, to-
dos con una pureza mayor al 98,0%, fueron adquiridos a
Dr. Ehrenstorfer.

Se prepararon soluciones madres individuales
a una concentracién de 1000 mg L' en acetato de etilo
que se almacenaron a -20°C en freezer. Se realizaron di-
luciones de 100 mg L' y a partir de éstas se prepararon
mezclas de los cuatro analitos de 10 mg L'y de 1 mg L™,
que se utilizaron tanto para la fortificacién como para las
curvas de calibracion.

Muestreo y preparacion del suelo

Se emple6 como matriz representativa suelo pro-
veniente de una parcela agricola libre de los plaguicidas
en estudio. El muestreo se realizd en un lote de cultivo
de granos de la localidad de Gobernador Piedrabuena,
provincia de Tucuman, Republica Argentina, a una profun-
didad de 0 a 30 cm. El acondicionamiento de la muestra
consistié en eliminar la brosa (pequefas ramas y hojas),
secar a temperatura ambiente y tamizar por malla de 2
mm (Sistema Norteamericano).

El suelo fue caracterizado como un suelo franco
con un contenido de materia organica de 1,9%, una salini-
dad de 0,8 dS m™' y un pH de 7,5. Para la verificacion de la
aplicabilidad del método a otras matrices, se emple6 com-
post de citrus libre de los plaguicidas que abarca esta va-
lidacién, provisto por una empresa citricola de Tucuman.
El compost fue analizado para su caracterizacioén, con un
contenido de MO de 9,1%, un pH de 9,0 y una salinidad
de 3,6%.

Tanto el suelo como el compost fueron analiza-
dos previamente para verificar que no se detectaran los
plaguicidas y/o metabolitos que abarca esta validacion.
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e Acondicionamiento de la muestra: la muestra
de suelo se acondiciond eliminando la brosa (pequefas
ramas y hojas) y secandola a temperatura ambiente; pos-
teriormente, fue colocada en horno a 40°C durante 48 h 'y
se tamizé con una malla de 2 mm (Sistema Norteamerica-
no).

e Muestras fortificadas: se realizaron fortifica-
ciones de las muestras de suelo blanco con las mezclas
de los analitos en estudio, a tres concentraciones: 0,020;
0,050 y 0,10 mg kg™'. Para ello, se pesaron 5 g de suelo y
5 g de agua destilada, dejando que se hidratara por cinco
minutos. Luego se realizaron las fortificaciones segun el
siguiente esquema (Tabla 2).

Luego de fortificar, los tubos de los testigos y de
las muestras fortificadas se colocaron en heladera durante
siete dias, para permitir que los plaguicidas se adsorban a
las particulas del suelo, antes de proceder a su extraccion.

e Método de extraccion y limpieza del extrac-
to: la extraccion de los plaguicidas se baso en el método
QUEChERS (Anastassiades et al., 2003). Los plaguicidas
adicionados a las muestras se extrajeron con acetato
de etilo, seguido de una limpieza por extraccion en fase
dispersiva con PSA y C18. La deteccion, cuantificacion
y confirmacién de los plaguicidas se realizé por cromato-
grafia gaseosa con detector de masas simple cuadrupolo
(CG-MSD).

e Extraccion de los plaguicidas de las mues-
tras fortificadas: se retiraron los tubos con las muestras
guardadas por siete dias en la heladera y se las dej6 a
temperatura ambiente por 20 minutos, hasta atemperar-
se. Luego se adicionaron 10 ml de acetato de etilo GP, se
agité por 1 minuto y a continuacion se agregaron 2 g de
sulfato de magnesio anhidro, pureza mayor a 98% (pre-
viamente acondicionado en mufla al menos 2 h a 500°C
para remover agua y ftalatos residuales) y 0,5 g de cloruro
de sodio anhidro p.a. Se agité vigorosamente durante 1
min para permitir la interaccién total de los reactivos y la
muestra. Se centrifugaron los tubos durante 5 min a 4500
rpm en una centrifuga refrigerada a 10°C.

¢ Limpieza de los extractos: Se tomaron con pi-
peta automatica entre 6 y 7 ml del extracto (fase organica
superior correspondiente al acetato de etilo) y se procedio
a la limpieza en el tubo de 15 ml, conteniendo 300 mg de
MgSO, anhidro y 50 mg PSA. Se agit6 1 minuto cada tubo
y luego se centrifugd a 3000 rpm por 5 minutos. Luego de
centrifugar, se tomaron 5 ml del extracto limpio, se coloca-
ron en tubos de hemdlisis de vidrio y se concentraron a 1
ml en evaporador con corriente de nitrégeno a temperatu-
ra inferior a 40°C. Se transfirié el extracto a un vial de 1,5

Tabla 2. Esquema de fortificacion.

ml para su analisis por CG-MSD.

e Preparacion de un blanco de muestra: la
muestra sin fortificar se utiliz6 como matriz para realizar
las curvas de calibracion. Se siguié el procedimiento indi-
cado en la preparacion de las muestras fortificadas, pero
en lugar de 5 g, se pesaron 10 g de suelo y se adiciond el
doble de los reactivos (20 ml de solvente, 4 g de MgSO,
anhidro y 1 g NaCl). Por cada tanda de muestras se requi-
ri6 preparar dos tubos de blanco.

e Limpieza del extracto blanco: se realizé la
limpieza del extracto con tubos que contenian el doble de
MgSO, anhidro y PSA, con el mayor volumen posible que
se recuperd del sobrenadante del tubo de extraccion de
50 ml. En el caso de compost, se realizd la limpieza con
C18y carbono grafitizado, por el alto contenido de lipidos
y clorofila. Luego de centrifugar, se dividié cada extracto
en dos o tres tubos de hemdlisis, colocando 5 ml en cada
uno, a fin de obtener volumen suficiente para realizar va-
rios puntos de la curva de calibracién. Se concentré y se
llevé cada tubo a un volumen final de 1 ml (el factor de
concentracion, por lo tanto, fue de 5).

Instrumentacion

e Condiciones cromatograficas

Los analisis cromatograficos se realizaron en un
Cromatografo Gaseoso Agilent Technologies 6850, provis-
to con una columna para cromatografia gaseosa Pheno-
menex ZB-5MS Guardian 5% Polysilarylene-95% Polydi-
methylsiloxane, de 30 m de largo, 0,25 mm de diametro y
0,25 mm de espesor de film, con un guarda-columna de 5
m; el gas transportador utilizado fue helio, con una velo-
cidad de flujo de 1ml min" y una presion de 60,6 KPa, en
modo flujo constante; el inyector automatico split/splitless
se utilizé en modo splitless, a una temperatura de 280°C,
con un volumen de inyeccion de 1 pl. El programa de tem-
peratura del horno fue el siguiente: temperatura inicial de
70°C, una rampa inicial de 70 a 200°C, a una velocidad de
25°C min™'. Luego, una segunda rampa de 200 a 230°C, a
una velocidad de 5°C min', se mantuvo a 230°C durante
5 min; finalmente, una rampa de 230 a 280°C, a una velo-
cidad de 50°C min', manteniendo esta temperatura por 2
min. El tiempo de corrida fue de 19,2 min.

e Condiciones del espectrometro de masas

La deteccién, identificacion y cuantificacion
de los compuestos analizados se realizé empleando un
espectrometro de masas Agilent Technologies simple
cuadrupolo, acoplado al cromatdgrafo gaseoso, modelo
5973N, operado en modo ionizacion por impacto elec-
trénico (El), con una energia de ionizacion de 70 eV. La

Nivel de fortificacion

Volumen de fortificacion

Volumen de solvente adicionado

Testigo o Blanco (tres repeticiones)

1000 pl de Acetato de Etilo

Fortificado a 20 ppb (seis repeticiones)

100 pl de mezclade 1 mg L!

900 pl de Acetato de Etilo

Fortificado a 50 ppb (seis repeticiones)

250 pl de mezclade 1 mg L™

750 pl de Acetato de Etilo

Fortificado a 100 ppb (seis repeticiones)

50 pl de mezcla de 10 mg L'

950 pl de Acetato de Etilo
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temperatura de la fuente de iones fue de 230°C; y la del
cuadrupolo, de 150°C. Para la identificacion y seleccion
inicial de los iones para cada analito se trabajé en modo
full SCAN, en un rango de 50 a 500 m/z; el analisis y cuan-
tificacion de la curva de calibracion, blancos y muestras
fortificadas se realiz6 en modo SIM (Single lon Monito-
ring). El método se armo en tres ventanas de tiempo segun
grupos de compuestos: en el primero se monitorearon los
iones correspondientes a DEA y DIA; en el segundo, los de
atrazina; y en el tercero, los de clorpirifos, seleccionando
los iones indicados en la Tabla 2.

Validaciéon del método

Para llevar a cabo la validacion de la metodolo-
gia, se determinaron los siguientes parametros, siguien-
do lo sugerido en el Documento SANTE 11312/2021 de
la Comunidad Europea: Limite de Deteccion (LD), Limite
de Cuantificacién (LQ) o Limite de Reporte, Precision en
condiciones de Repetibilidad y Precisién Intermedia, Ve-
racidad, Especificidad, Linealidad, Efecto Matriz, Intervalo
de Trabajo y Robustez.

e Limite de Deteccién (LD)

Para establecer el Limite de Deteccién se reali-
zaron diluciones sucesivas de las soluciones madre y se
analizaron las de concentracion menor a 1 mg L (0,01,
0,05, 0,1 mg L"), para establecer la minima concentracion
en la que se cumplen las condiciones de deteccion de los
iones de cuantificacion y cualificacion, y en la que los pi-
cos cromatograficos presenten una relacion sefal/ruido
mayor o igual a 3. Luego se verificé que esa concentraciéon
se detecte en matriz.

e Limite de Cuantificacion (LQ) (Nivel de Reporte)

El establecimiento del Limite de Cuantificacién
se realiz a partir de los ensayos de veracidad y precision
intermedia, y se determind el menor nivel de fortificacién
que cumplié con las condiciones de un valor de coeficien-
te de variaciéon porcentual (CV%) < 20% y una recupera-
cion entre 70y 110%.

e Precisiéon en condiciones de Repetibilidad y
Precision Intermedia

Todos los ensayos se realizaron en condiciones de
Precision Intermedia; el mismo analista en diferentes dias
realizo las repeticiones a dos niveles de fortificacion: al LQ y
a 0,10 mg kg'. Se calcularon el porcentaje de recuperacion
promedio y el CV%, considerandose aceptables valores de
recuperacion promedio entre 70y 110% y CV < 20%.

¢ Veracidad

Se calcularon las recuperaciones porcentuales
promedio de las muestras fortificadas a 0,020 mg kg™,
0,050 mg kg™ (DIA) y 0,10 mg kg™ en suelo, y a 0,20 mg
kg en compost de citrus.

¢ Especificidad

Las detecciones positivas se confirmaron cuan-
do se cumplieron los siguientes requisitos establecidos en
la Guia Sante N° 11312/2021:

- El tiempo de retencion del pico en la muestra
coincidié con el del analito en cuestién en la muestra forti-
ficada.

EEAOC
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- Larelacién sefal/ruido de cada uno de los iones
caracteristicos de los analitos a determinar fue igual o su-
perior a 3.

- Las intensidades relativas de los iones detecta-
dos, expresados como un porcentaje de la intensidad del
i6n mas intenso, se correspondieron con la de la muestra
fortificada o un punto de la curva de concentracién com-
parable, con una diferencia maxima tolerable del 30%.

- Los picos de los analitos en los cromatogramas
de iones extraidos se superpusieron totalmente.

e Linealidad

Se evalud la Linealidad con soluciones estan-
dares a concentraciones comprendidas entre 0,02 y 20
mg kg con estandares en matriz (extractos de muestras
blanco-).

Los valores de aceptacion de los coeficientes de
correlacién (R?) para las curvas de calibracion son R? igua-
les o mayores a 0,99.

e Efecto Matriz

Se evaluo el Efecto Matriz, realizando las curvas
de calibracion en solvente y en extracto de suelo libre de
plaguicidas. Se consideré que no existia Efecto Matriz si
la relacion entre las pendientes de la curva en matriz y en
solvente eraigual a 1; que existia un efecto de disminucion
de la sefial si era menor a 1 y que existia efecto de incre-
mento de la sefal si era mayor a 1.

El porcentaje de Efecto Matriz se calcul6 como:

Pendiente en matriz

EM%= (

—_——— 1 *100
pendiente en solucion

Se considerd: 0 — 20%: Efecto Matriz suave; 21 -
50%: Efecto Matriz moderado; >50%: Efecto Matriz fuerte.

* Robustez

Para comprobar la aplicabilidad del método a
otras matrices ademas del suelo, se hizo una verificacion
del método en muestras de compost de citrus, a un nivel
de fortificacién de 0,2 mg kg™, por triplicado.

e |ntervalo de Trabajo

Se establecio el rango de trabajo entre el LQ y el
mayor nivel analizado en la curva de calibraciéon en matriz,
siempre y cuando el R? diera un valor igual o mayor a 0,99.

¢ Incertidumbre de las mediciones

La estimacion de la incertidumbre se realizé en
base a lo indicado en el apéndice C de la Guia Sante
11312/2021/v2 (pag. 31 a 33), enfoque 1: Estimacion de
la incertidumbre de medicién (MU) basada en datos de
control de calidad/validacion intralaboratorio.

Se identificaron las siguientes fuentes de incer-
tidumbre: muestreo; preparaciéon de la muestra (efectos
atribuibles al analista); efectos atribuibles a los materia-
les de referencia; efectos atribuibles a los instrumentos de
medicion; efectos de la muestra (matriz); calculo de resul-
tados (numero de cifras significativas, redondeo); errores
aleatorios.

Para el calculo de la incertidumbre se tomaron los
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datos de recuperacion para el nivel de fortificacion de 20
ug kg™ para atrazina, DEA vy clorpirifos, y 50 pg kg™ para
DIA. Se calcularon las incertidumbres para cada plaguicida
analizado, y la incertidumbre combinada y expandida para
todos los plaguicidas en la matriz suelo.

* Incertidumbre del Sesgo (v, )

Para estimar la incertidumbre del sesgo de cada
plaguicida se tuvieron en cuenta dos componentes: a) El
sesgo (como diferencia porcentual con el valor nominal o
valor certificado); b) La incertidumbre del valor nominal/
certificado, (uCref) de acuerdo con la siguiente ecuacion:

bl S 2 i
sesgo’+ [ 4 | + u Cref?
N4
Donde:

sesgo es el promedio de las diferencias porcentuales entre el
valor experimental y el valor nominal.

S, es0 €S €l desvio estandar de las n mediciones que se realizaron
para determinar el sesgo.

u Cref es la incertidumbre del material de referencia que se
obtuvo dividiendo en 2 el valor indicado en el certificado analitico

enviado por el proveedor (expresado en %).

‘u sesgo

¢ Incertidumbre del plaguicida (uplaguici )

Para el calculo se combinaron las incertidumbres
aportadas por el sesgo y la precisién intermedia para cada
plaguicida aplicando la siguiente férmula:

2

= M.\'{.’A’g(} +

‘L prec int

‘L lplaguicida

Donde:

Heree e = CV de las recuperaciones de las n repeticiones realizadas.

Abundance
450000
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400000 Desetil atrazina

350000
300000
260000
200000 Desisopropil atrazina
150000

100000

50000

8 RESULTADOS Y DISCUSION

En la Figura 2 se muestra el cromatograma iénico
total de los compuestos analizados.

—_J Limite de Detecci6n (LD)

Para atrazina, DEA y clorpirifos se establecié
como Limite de Deteccion 0,010 mg kg™ (que correspon-
de a un valor de 0,050 mg L' de concentracién de lectu-
ra), dado que a este nivel se cumplieron las condiciones
de deteccion de los iones de cuantificacion y cualificacion
y que los picos cromatograficos presenten una relacion
sefal/ruido >3. Para DIA, estas condiciones se cumplie-
ron para una concentracion igual o mayor a 0,1 mg L' de
lectura, por lo que el limite de deteccion de establecié en
0,020 mg kg para este analito. Estos limites de detec-
cioén son similares a los obtenidos por otros investigado-
res (Mojica, 2010; Rezende, 2022) y resultaron adecuados
para los fines de esta validacion.

—J Limite de Cuantificacién (LQ) (Nivel de Reporte)

Para atrazina, DEA y clorpirifos, el Limite de
Cuantificacion se establecié en 0,020 mg kg™ (20 pg kg™),
determinando la concentracion de residuos de plaguici-
das de muestras fortificadas a este nivel que cumplan con
las condiciones de CV < 20% y Recuperacién entre 70
y 110%. Para DIA estas condiciones se cumplieron en la
concentracion de 0,050 mg kg™ (50 pg kg™), por lo que se
establecio este valor como su limite de cuantificacion. Los
valores obtenidos son similares a los hallados por otros
autores (Mojica, 2010; Rezende, 2022) y son adecuados
para los fines de esta validacion.

) Precision en condiciones de Repetibilidad y Pre-
cision Intermedia

Para la determinaciéon de estos parametros se
calcul6 la recuperacion promedio y el Coeficiente de Va-
riacion porcentual (CV%). Los resultados obtenidos se

Clorpirifos

Ll

T D . ) S 1) e - ) Tl T

e T e e S g A T

Figura 2. Cromatograma iénico total (TIC) de una muestra de suelo fortificada a 10 mg/kg™ con DIA, DEA, atrazina y clorpirifos.
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muestran en la Tabla 3. Los valores obtenidos se encuen-
tran entre 76 y 87%, lo que demuestra una buena eficien-
cia del método para extraer los analitos estudiados; los
valores de CV% muestran que el método tiene una pre-
cision aceptable. Tanto la recuperacion como la precision
son comparables a las informadas por otros investigado-
res (Mojica, 2010; Rezende, 2022)

Veracidad

Las recuperaciones porcentuales promedio de
las muestras fortificadas a 0,020 mg kg™, 0,050 mg kg™
(DIA) y 0,10 mg kg en suelo se muestran en la Tabla 3.

| Especificidad

Se verificd que en cada nivel de fortificacion se
cumplieran los criterios establecidos en el Documento
SANTE 11312/2021 de la Comision Europea: el tiempo
de retencion del pico en la muestra coincidié con el del
analito en cuestion en la muestra fortificada; la relacion
sefal/ruido de cada uno de los iones caracteristicos de los
analitos a determinar fue igual o superior a 3; las intensida-
des relativas de los iones detectados, expresados como
un porcentaje de la intensidad del ién mas intenso, se co-
rrespondieron con la de un punto de la curva de concen-
tracion comparable, con una diferencia maxima tolerable
del 30 %; los picos de los analitos en los cromatogramas
de iones extraidos se superpusieron totalmente. Esto de-
muestra que la Cromatografia Gaseosa simple cuadrupolo
resulta una herramienta eficaz para la deteccién y confir-
macion de los analitos estudiados, siendo mas simple y
econdmica que metodologias mas costosas como la cro-
matografia liquida acoplada a un espectrémetro de masas
triple cuadrupolo.

J Linealidad

Los valores de R? para las curvas en matriz dieron
valores iguales o mayores a 0,99 (Tabla 4). El método mos-
tré una linealidad en un rango amplio de trabajo, pudiendo
emplearse tanto para valores del orden de las ppb a ppm,
siendo adecuado tanto para detectar trazas como para
cuantificar concentraciones elevadas, por ejemplo, a causa
de un derrame accidental, o para monitoreo de la degrada-
cion de estos plaguicidas en sistemas de biorremediacion.

EEAOC” RIAT

Efecto Matriz

Los valores obtenidos para los plaguicidas eva-
luados en esta validacion se muestran en la Tabla 4.

En los cuatro analitos estudiados se observd un
efecto matriz positivo; es decir, un aumento de la sefial en la
curva en matriz con respecto a la curva en solvente, lo cual
es tipico de la Cromatografia Gaseosa acoplada a Masas.

En todos los casos, el Efecto Matriz fue menor
al 20%, lo que se considera un efecto matriz suave, pu-
diendo hacerse la cuantificacién con curva en solvente.
No obstante, debido a la gran variabilidad en la composi-
cién de las posibles muestras de suelo a analizar, es reco-
mendable realizar las curvas de calibraciéon en matriz, para
evitar errores de sub o sobre cuantificacion.

En las Figuras 3, 4, 5y 6 se muestran los graficos
de linealidad en solvente y en extracto de suelo de cada
uno de los compuestos analizados.

) Robustez

Se verificd la aplicabilidad del método en otras
matrices, empleando como matriz representativa compost
de citrus. Se eligié esta matriz por ser uno de los compo-
nentes elegidos para la preparacion de biomezclas que
seran utilizadas para un estudio posterior de degradacion
de estos plaguicidas en lechos biolégicos. Los valores ob-
tenidos de recuperacion para un nivel de fortificaciéon de
0,2 mg L fueron aceptables, en el rango de 70 a 110%.
Los resultados se muestran en la Tabla 5.

J Intervalo de Trabajo

Se establecié el rango de trabajo entre 0,02 a
20 mg kg para atrazina, DEA y clorpirifos; y 0,05 a 20
mg kg para DIA. Este rango es adecuado para la detec-
cioén a niveles de contaminaciéon ambiental y de derrames
puntuales. El método permite ampliar el rango de trabajo
para concentraciones mas elevadas, agregando a la curva
de calibracién puntos de mayor concentracién, siempre y
cuando se verifique que la respuesta es lineal.

Incertidumbre de las mediciones

Los valores de incertidumbre de cada plaguicida
se muestran en la Tabla 3.

Se obtuvo como incertidumbre expandida del

Tabla 3. Parametros de validacion para el método en suelo.

Analito FEEIREEE SuEelnz Do (5 ) LD LQ  Incertidumbre de medida
0,100 (mg kg™') (mgkg’) (mgkg’) (calculada al LQ)

Atrazina 76 (4,3) 80 (4,1) 0,01 0,02 17

DEA 87 (5,5) 82 (5,9) 0,01 0,02 10

DIA 81(8,0) 77 3,2) 0,02 0,05 14

Clorpirifos 80 (6,5) 83 (5,5) 0,01 0,02 14

Tabla 4. Efecto matriz y linealidad.
Analito Pendiente curva Pendiente curva R? curva R?curva Relacion de pendientes  Efecto matriz
en matriz (suelo) en solvente en matriz en solucién matriz/solucion (EM) %

Atrazina 791942 80 (4,1) 0,9956 0,9969 1,09 9
DEA 955499 82 (5,9) 0,9974 0,9979 1,15 15
DIA 460029 77 (3,2) 0,9915 0,9986 1,17 17
Clorpirifos 450668 83 (5,5) 0,9966 0,9987 1,12 12
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Figura 3. Curvas de calibracion de atrazina en solvente y en
extracto de suelo.
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Figura 5. Curvas de calibracion de desisopropil atrazina en sol-
vente y en extracto de suelo.
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Figura 4. Curvas de calibracion de desetil atrazina en solvente
y en extracto de suelo.
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Figura 6. Curvas de calibraciéon de clorpirifos en solvente y en
extracto de suelo.

Tabla 5. Parametros de verificacion del método en compost de citrus
para un nivel de fortificacion de 0,2 mg kg™'.

Analito Recup.eracic’)n LD ) LQ : Incertid_umbre
promedio -(CV%) (mgkg?’) (mgkg') de medida (%)

Atrazina 83-(2,1) 0,01 0,02 12

DEA 81-(2,3) 0,01 0,02 14

DIA 104 -(3,0) 0,02 0,05 4

Clorpirifos 79-(6,1) 0,01 0,02 15

meétodo un valor de 27%. Este valor de incertidumbre es
aceptable para los analisis de residuos de plaguicidas en
matrices complejas, como alimentos o muestras ambien-
tales.

@ CONCLUSIONES

El resultado de este estudio muestra que el méto-
do validado, basado en el método QUECHERS, es aplica-
ble a la determinacién de los cuatro analitos presentados
en esta validacion en el rango de 0,020 a 20 mg kg™ para
atrazina, DEA vy clorpirifos; y de 0,050 - 20 mg kg™ para
DIA. Es mas répido, sencillo y amigable con el ambiente,

en comparacion con otros métodos como el de extrac-
cién solido-liquido, el de ultrasonido o el de extraccion
por Soxlet, que utilizan mayores volimenes de solvente y
tiempos prolongados de extraccion; o técnicas de mayor
complejidad tecnolégica, como la PLE, la ASE o la SFE,
que requieren la adquisicion de equipamiento costoso y
no disponible en la mayoria de los laboratorios de nues-
tro pais. Los valores obtenidos de limite de deteccion y
de cuantificacion (0,01-0,02 mg kg para atrazina, DEA y
clorpirifos; 0,02-0,05 mg kg™ para DIA, respectivamente)
muestran que el método es lo suficientemente sensible
para los fines de esta validacion, y que puede ser em-
pleado tanto en estudios de contaminacion de suelos con
trazas de estos plaguicidas como en la evaluacion de la
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degradacion en lechos biolégicos, o derrames accidenta-
les de agroquimicos.

Se concluye que el método es adecuado para la
determinacion simultanea de los plaguicidas analizados
por CG-MSD en muestras de suelo con una precision,
recuperacion y sensibilidad aceptables. Puede ser de uti-
lidad para los laboratorios que no cuentan con equipos
de cromatografia liquida acoplada a triple cuadrupolo,
que es la metodologia mayormente empleada en la ac-
tualidad por los laboratorios de analisis de contaminantes
en muestras ambientales. Se demostrd, también, su ver-
satilidad y aplicabilidad a otras matrices, como compost
de citrus, lo cual permite, por ejemplo, su uso en estudios
de degradacion de estos plaguicidas en lechos bioldgicos.
Se obtuvo un valor de incertidumbre expandida para los
plaguicidas analizados de 27%.
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