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Deteccion de plaguicidas en muestras ambientales mediante la técnica de

Cromatografia de Gases
Resumen

En la actualidad es cada vez mayor el uso de cultivos mejorados y la aplicacién de insumos
agroindustriales con la finalidad de intensificar y aumentar la produccion agricola (Hoff,
Zoonen y Rene, 1999). Entre los productos agroindustriales se encuentran los compuestos
quimicos catalogados como plaguicidas. De acuerdo con Pimentel y Levitan (1986), estos
compuestos en concentraciones suficientes pueden alterar la estructura y funcion de los
ecosistemas, ya que eliminan algunas especies o disminuyen sus poblaciones en forma
significativa. Por lo cual es necesario realizar el monitoreo de la presencia de estos
compuestos en diferentes matrices ambientales, como por ejemplo, el sedimento de rios,
incluso si estos se encuentran en concentraciones bajas. Resulta por lo tanto de gran
importancia desarrollar métodos de extraccién y anélisis que tengan suficiente resolucion
para obtener datos cualitativos y cuantitativos de la presencia de plaguicidas en
concentraciones de microgramos por gramo (ug/g) o incluso en concentraciones de
nanogramos por gramo (ng/g).

En este trabajo se desarrolla y valida un protocolo de extraccion de plaguicidas en sedimento
automatizado, realizado por medio de la técnica de micro extraccion en fase solida por
headspace, o Headspace Solid Phase Micro Extraction (HS-SPME, por sus siglas en inglés);
en la cual los plaguicidas son llevados a la fase de vapor para evitar al minimo las
interferencias de la matriz ambiental. En la fase vapor los plaguicidas se adsorben a una
matriz s6lida y porosa que posee afinidad quimica por los compuestos a extraer. Se realizaron
pruebas para determinar las condiciones optimas de la extraccion de los analitos usando un
método de HS-SPME (Lambropoulou y Albanis, 2007; Mukherjee y Gopal, 1996; Ouyang y
Pawliszyn, 2006). La extraccion se realizd en forma automatica por medio de un auto
muestreador Agilent GC120 (Agilent Technologies, CA). La identificacion y cuantificacion
de los plaguicidas se realizé por cromatografia de gases acoplada a un espectrometro de
masas triple cuadrupolo (GC/MS-QQQ) Agilent 7010 (Agilent Technologies, CA), para este
analisis se usé un método de monitoreo de reaccion multiple Multiple Reaction Monitoring
(MRM, por sus siglas en inglés). Se realizaron comparaciones usando material de referencia
y el analisis se puso a prueba con muestras ambientales obtenidas en la cuenca del rio Grande
de Comitan en el estado de Chiapas.

Se determind el contenido de materia organica mediante la técnica de pérdida por ignicion
Loss On Ignition (LOI, por sus siglas en inglés) (Dean, 1974). Con los resultados obtenidos
se realizo un analisis de la correlacion entre el porcentaje de materia organica y la presencia
de plaguicidas, y se realiz6 un anélisis espacio temporal de la distribucién de los plaguicidas
dentro de la cuenca del rio Grande de Comitan durante el periodo 2014-2015, como sitio
experimental.

Palabras clave: Plaguicidas organoclorados, micro extraccion en fase sélida, cromatografia
de gases, monitoreo multi reaccion, espacio de cabeza, HS-SPME, SPME, Headspace, rio
grande de Comitan.




Abstract

In the present time, the use of improved crops and the application of agroindustrial inputs are
increasing in order to intensify the agricultural production (Hoff, Zoonen y Rene, 1999).
Among the agroindustrial products are the chemical compounds cataloged as pesticides.
According to Pimentel y Levitan (1986), these compound in sufficient concentrations can
alter the structure and function of ecosystems, since they eliminate some key species or
diminish their population in a significant way. Therefore, it is necessary to monitor the
presence of these compounds in different environmental matrices, such as river sediment,
even if they are found in low concentrations. It is of great importance to develop extraction
and analysis methods that have sufficient resolution to obtain qualitative and quantitative
data of the presence of pesticides in concentration of micrograms per gram (jug/g) or even in
concentrations of nanograms per gram (ng/g).

In this work, an automated extraction protocol is developed and validated, carried out by the
technique of Headspace Solid Micro Extraction (HS-SPME); in which the pesticides are
taken into vapor phase to avoid to the minimum the interferences of the environmental
matrix. In the vapor phase, the pesticides are adsorbed to a solid porous matrix that has
chemical affinity for the compounds to be extracted. Test were carried out to determine the
optimum conditions for the extraction of the analytes using an HS-SPME method
(Lambropoulou y Albanis, 2007; Mukherjee y Gopal, 1996; Ouyang y Pawliszyn, 2006). The
extraction was performed automatically by means of an Agilent GC120 autosampler (Agilent
Technologies, CA), for this analysis, a Multiple Reaction Monitoring method was used.
Comparisons were made using reference material and the analysis was tested with
environmental samples obtained in the Rio Grande de Comitan basin in the state of Chiapas.
The content of organic matter was determined by the Loss On Ignition technique (Dean,
1974). With the results obtained, an analysis of the correlation between the percentage of
organic matter and the presence of pesticides was made; a temporal space analysis of the
distribution of pesticides within the basin of the Rio Grande de Comitan basin was elaborated
for the period 2014-2015, as an experimental site.

Keywords: Organochlorine pesticides, solid phase micro extraction, gas chromatography,
multi reaction monitoring, headspace, HS-SPME, SPME, Rio Grande de Comitan.
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CAPITULO 1. INTRODUCCION

1.1 Plaguicidas

El término plaguicida se utiliza para denominar a todos los compuestos quimicos que son
creados y aplicados con el objetivo particular de controlar plagas; es decir todas las especies
no deseadas que causen perjuicio o interfieran con la produccién agropecuaria, forestal y de
jardineria; incluidos también los vectores de enfermedades humanas y de animales (DOF,
2014; Ongley, 1997). En la agricultura se incluyen a los herbicidas, insecticidas, fungicidas,
nematicidas y rodenticidas, cuyo blanco primordial son malezas, insectos, hongos,
nematodos y roedores respectivamente (Ongley, 1997; Pimentel y Levitan, 1986). Es
importante sefialar que no existe un criterio técnico por el cual definir un plaguicidas,
asimismo, tampoco existe algun criterio en cuanto a su origen, efectividad o toxicidad, puesto
gue estas moléculas poseen estructuras quimicas muy diversas con efectos toxicoldgicos a la
vez muy diferentes, por lo tanto las definiciones pretenden englobar a este grupo de
substancias destinadas a un fin en particular, combatir organismos no deseados (Ortiz, Avila-
Chévez, y Torres, 2013). Los plaguicidas pueden clasificarse de varias formas, de acuerdo a
los usos a los que estan destinados, de acuerdo al tipo de organismo que controlan, el modo
en el cual actian o por su composicién quimica; siendo este el mas apropiado para esta
investigacion. Los plaguicidas pueden agruparse en organicos, inorganicos y bioldgicos
(Dierksmeier, 2000). Los de tipo orgéanico se dividen en organoclorados, organofosforados,
carbamatos y piretroides (Ortiz et al., 2013). En el compendio de plaguicidas The Pesticide
Manual (BCPC, 2014) se enlistan 1,436 compuestos y 2,600 subproductos cada uno con
toxicologias especificas.

1.2 Plaguicidas organoclorados

Los plaguicidas organoclorados comprenden un grupo con estructuras muy heterogéneas,
compuestas principalmente de carbono, hidrégeno y varios atomos de cloro por molécula
(Mrema et al., 2013). Esta familia de compuestos tiene su origen con la aparicion del dicloro
difenil tricloroetano (DDT), el cual fue sintetizado desde 1874 pero no fue patentado y usado
como insecticida hasta 1939. Debido a la efectividad de este compuesto comenzé el
desarrollo de nuevas estructuras activas, por ejemplo, con la aparicién del
hexaclorociclohexano (HCH) en 1941 y el toxafeno en 1947. Para el final de la década de los
cincuenta, la familia de los plaguicidas organoclorados ya estaba completa (Dierksmeier,
2000). Los plaguicidas organoclorados son clasificados como Contaminantes Organicos
Persistentes, Persistent Organic Pollutants (POPs, por sus siglas en inglés), y estos




compuestos comparten propiedades con los Bifenilos Policlorados Polychlorinated
Biphenyls (PCBs, por sus siglas en inglés), las Dibenzo Paradioxinas Policloradas,
Polychlorinated Dibenzodioxins (PCDDs, por sus siglas en inglés) y los Dibenzo Furanos
Policlorados, Polichlorinated Furans (PCFs, por sus siglas en inglés). Estos compuestos
tienen la caracteristica de que una vez que son liberados al ambiente, resisten los procesos de
degradacion, fisica, quimica, bioldgica y fotoquimica, por lo que persisten en el mismo. El
hecho de poseer varios 4&tomos de cloro en su estructura les confiere una conformacion
persistente y una alta lipofilicidad. Por lo tanto, estos compuestos tienden a bioacumularse
en los tejidos adiposos y los efectos a largo plazo que los plaguicidas organoclorados generan
son aun un problema de salud puablica. Los efectos tipicamente asociados a este tipo de
compuestos incluyen: cancer, efectos negativos en la reproduccion, anormalidades
neuroconductuales, toxicidad enddcrina e inmunolégica (Mrema et al., 2013).

1.3 Uso de plaguicidas

1.3.1 Los plaguicidas en la produccion agricola

La aplicacién de plaguicidas fue parte de las tecnologias que introdujo la Revolucion Verde
para lograr la industrializacién de los procesos de produccion agricola. Desde entonces estos
compuestos se han convertido en insumos indispensables para la agricultura moderna,
logrando un incremento en el rendimiento de la produccién agricola y aumentando el nimero
de cosechas de una, hasta dos, o incluso tres veces por afio (Bernal et al., 2012; Ecobichon,
2001). Por cada dolar que se invierte en el control de plagas se genera un beneficio de cuatro
dolares por los cultivos que se han protegido (Pimentel et al., 1991). Con el paso del tiempo
los plaguicidas han demostrado su valor al incrementar la produccién agricola, pero también
protegiendo areas naturales de plagas y contribuyendo a mejorar la salud de la poblacion a
través del control de enfermedades transmitidas por vectores, como es el caso de la malaria
(Herrera-Portugal et al., 2005). El uso de plaguicidas adquiere particular importancia en los
paises en desarrollo, los cuales exportan productos agricolas a paises con climas mas frios y
periodos de cultivo méas cortos. Estos modelos de mercado han tenido como consecuencia
que la agricultura en estos paises presente una mayor dependencia en el uso de plaguicidas
(Wilson y Tisdell, 2001).

1.3.2 Los plaguicidas en la lucha contra vectores

Debido a su actividad insecticida, los plaguicidas organoclorados se han utilizado también
para el control de vectores, como mosquitos, moscas, moluscos y aracnidos, los cuales portan
y transmiten numerosas enfermedades como la malaria, el dengue, la esquistosomiasis, la
tripanosomiasis, entre otras (Dierksmeier, 2000).

De las enfermedades mencionadas, a nivel mundial se calcularon 212 millones de casos de
malaria en 2015, de los cuales 429 000 fueron casos mortales (OMS, 2016). Contra esta
enfermedad y contra otras transmitidas por vectores, suele ser méas efectivo proveer a un
trabajador con una mochila aspersor y pocos kilogramos de insecticida, que un médico
provisto de una gran cantidad de recursos (Dierksmeier, 2000).




1.3.3 Consecuencias ambientales del uso de plaguicidas

Es dificil determinar los efectos que tienen los plaguicidas sobre la vida silvestre, este tema
adquirio relevancia desde la década de 1960, cuando Rachel Carson, hizo notar los efectos
negativos que el uso indiscriminado de plaguicidas tiene sobre las comunidades naturales
que habitan entorno a los terrenos de cultivo. EI amplio uso de plaguicidas tiene también un
elevado costo ambiental, son capaces de transferirse de una matriz a otra, por lo que sus
residuos pueden depositarse en el suelo o ser arrastrados por la lluvia hasta llegar a cuerpos
de agua, transferirse a los organismos acuaticos o infiltrarse a sistemas de agua subterranea
y contaminar pozos de extraccion. Entre los efectos ambientales que estos compuestos
pueden producir, se incluyen dafios a la salud humana por contacto o por bioacumulacion en
alimentos; dafios a la biodiversidad como mortandad de aves, mamiferos e insectos, entre
ellos los polinizadores; dafos a las pesquerias; la resistencia de insectos a los insecticidas y
una mayor patogenicidad a los cultivos (Pérez y Aguilar, 2012). Las tasas de mortalidad y
morbilidad en humanos debido a la exposicion a plaguicidas, principalmente entre los
agricultores, han aumentado de la misma forma que la produccion agricola, lo cual conlleva
a una paradoja, en la cual pese a los efectos nocivos a la salud asociada con el uso de
plaguicidas entre los agricultores y sus familias. En un analisis costo beneficio su uso sigue
siendo redituable, debido principalmente a la necesidad econdémica de los agricultores y las
politicas publicas que favorecen el uso de este tipo de agroquimicos; ya que las
externalidades negativas que provocan no son asumidas ni por los agricultores, ni por los que
los comercializan, sino por otros sectores de la sociedad que enfrentan las enfermedades y el
deterioro ambiental (Wilson y Tisdell, 2001).

1.3.4 Uso de plaguicidas en México.

El promedio anual de consumo de plaguicidas en México es de 35 mil toneladas; en el afio
2009 México fue el pais con el consumo maés alto del mundo (Ortiz et al., 2013). De acuerdo
con la clasificacion de la OMS de los plaguicidas en funcion de su toxicidad, en México 17%
de las ventas son de categoria la-1b, extremadamente toxicos; 44% categoria Il, muy toxicos;
21% categoria Il1, ligeramente toxicos y 18% categoria IV, ligeramente téxicos (Mufioz Pifia
y Avila Forcada, 2005). Por lo tanto 61% de las ventas corresponden a plaguicidas
extremadamente toxicos y muy toxicos.

A pesar de que México es signatario de protocolos y convenios internacionales que regulan
el uso y comercio de plaguicidas (Tabla 1), en el territorio nacional se siguen utilizando
plaguicidas prohibidos o de uso restringido como el DDT. Ya que al igual que en otros paises
tropicales, este compuesto puede ser usado en camparias sanitarias para el control de vectores
como el de la malaria (Bouwman, van den Berg, y Kylin, 2011). Existe también evidencia
del sobreuso de plaguicidas ademas de la erronea combinacion de substancias por parte de
los agricultores (Pérez y Aguilar, 2012).




Tabla 1. Convenios y protocolos internacionales en los que México es signatario.

Afo de
inclusién

Marco regulatorio

Objetivo

1987

1989

1992

2001

2002

2005

Protocolo de Montreal

Convenio de Basilea

Agenda 21

Convenio de Estocolmo

Cadigo Internacional de
Conducta sobre
Plaguicidas

Convenio de Roterdam

Sentd las bases de la reduccion en el uso de
clorofluorocarbonos (CFC), en 1990 se agreg6 el control de los
plaguicidas, asi como un fondo de asistencia técnica.

Controlar los movimientos transfronterizos de los desechos
peligrosos, brindar proteccion particular a los paises en
desarrollo.

Programas de prevencion y reduccién de riesgos en el manejo
de los plaguicidas y de otras substancias tdxicas.

Mitigar la liberacion de los compuestos organicos persistentes
al ambiente, lograr un mismo nivel de proteccién a la salud
humana y a los ecosistemas en todo el mundo. En 2004 el
Fondo para el Medio Ambiente Mundial del Banco Mundial
(GEF) otorg6 a México una donacién para que la Direccion
General de Gestion Integral de Materiales y Actividades
Riesgosas de la SEMARNAT elaborara un plan de
implementacion.

Definir responsabilidades y establecer normas de conducta en
los procesos de manejo, prueba y reduccién de peligros para la
salud. Sirve de referencia para paises en desarrollo carentes de
sus propias reglamentaciones y herramientas de control sobre
plaguicidas.

Asegurar que los productos contengan la informacion necesaria
en las etiquetas. Contribuir al uso racional y ambiental de los
productos mediante el intercambio de informacion.




1.3.5 Marcos regulatorios nacionales

La regulacion mexicana en torno al uso de plaguicidas existe desde el afio de 1984 con la
publicacién de la Ley General de la Salud (DOF, 1984) y en 1988 con la creacion de la
Comision Intersecretarial para el Control del Proceso y Uso de Plaguicidas Fertilizantes y
Substancias Toxicas (CICLOPAFEST), que en 1991 establecié el Catdlogo Oficial de
Plaguicidas (DOF, 1991) donde se retnen los plaguicidas prohibidos y de uso restringido en
México (Tabla 2).

Tabla 2. Plaguicidas prohibidos o de uso restringido en México (DOF, 1991).

Categoria Compuestos

Prohibidos Acetato o propionato de fenil mercurio, &cido 2, 4, 5-T, aldrin, cianofos,
cloranil, DBCP, dialifor, dieldrin, dinitroamina, dinoseb, endrina, erbon,
formotion, fluracetato de sodio, fumisel, kepone/clordecone, mirex,
monuron, nitrofen, schradan, triamifos

Restringidos Aldicarb, dicofol, endosulfan, forato, lindano, metoxicloro, mevinfos,
paraquat, pentaclorofenol, quintoceno, DDT.

Por su alto riesgo para la salud humana, su elevada persistencia y su caracteristica bioacumulacion, los
plaguicidas BHC y DDT so6lo podran ser utilizados por las dependencias del ejecutivo en campafias
sanitarias.

En este marco juridico se regula cada paso en el ciclo de vida de estos compuestos hasta su
disposicion final como residuos peligrosos. Sin embargo, el marco juridico en México es
complejo, presenta vacios, inconsistencias y duplicidades. La Unica norma que establece
limites permisibles en agua para plaguicidas es la NOM-127-SSA1-1994 (DOF, 2000), la cual
contempla Unicamente nueve plaguicidas organoclorados, sin embargo, su cumplimiento ha
mostrado deficiencias debido a la escasez de personal encargado de los sistemas de
inspeccion y vigilancia, la carencia de laboratorios para llevar a cabo la identificacion y
cuantificacion de este tipo de compuestos, asi como la falta de personal calificado para
realizar este tipo de andlisis (Bernal, Jara, y Zavala, 2012). La Secretaria de Salud (SSA) es
una de las instituciones con el papel mas relevante, ya que establece los lineamientos de
control sanitario, el otorgamiento de permisos, establecimientos y productos que manejen
plaguicidas, sus disposiciones en cuando a su clasificacion, basada en su riesgo y su
elaboracion (Tabla 3).




La Secretaria de Agricultura, Ganaderia, Desarrollo Rural, Pesca y Alimentacion
(SAGARPA) se encarga de establecer los limites maximos de sus residuos, asi como su
efectividad bioldgica, participa junto con otras instancias en la expedicion del registro de
plaguicidas y fertilizantes (Bernal et al., 2012). Sin embargo, en el pais no existen normas
que establezcan los limites méximos permisibles de estos compuestos en los ambientes
naturales. Los principales marcos regulatorios nacionales se enlistan en la Tabla 4 y las
Normas Oficiales Mexicanas, que involucran plaguicidas se encuentran en el Anexo |1, Tabla
18.

Tabla 3. Limites permisibles de plaguicidas de acuerdo con la NOM-127-SSA1-1994 (DOF,

2000).
Compuesto Limite permisible
(Hg/L)
Aldrin y dieldrin (separados o combinados) 0.03
Clordano (total de isémeros) 0.2
DDT (total de isbmeros) 1.0
Gamma-HCH (Lindano) 2.0
Hexaclorobenceno 1.0
Heptacloro y heptacloro ep6xido 0.03
Metoxicloro 20.0
2,4-D 30.0




Tabla 4. Marcos regulatorios nacionales.

Afo de Titulo Objetivo
publicacién
1984  Ley General de la Salud Registro de plaguicidas para uso en México, importacién y
exportacion de productos, autorizacion para formulacién de
productos (licencias sanitarias), aviso de funcionamiento de
comercializadoras de plaguicidas, autorizacion en publicidad de
agroquimicos.

19882  Ley General del Medidas para evitar efectos adversos en los ecosistemas. La
Equilibrio Ecol6égicoy  aplicacién de plaguicidas y fertilizantes debe ser compatible con
Proteccion al Ambiente. el equilibrio de los ecosistemas. Impone restricciones a la

importacion de plaguicidas. Registro de plaguicidas para uso en
Meéxico, disposicion final de residuos.

1994%  Ley Federal de Sanidad Establece lineamientos para determinar los limites maximos de
Vegetal residuos de plaguicidas mediante el Plan Nacional de Residuos

de Plaguicidas.
2001*  Ley de Desarrollo Rural Acceso a insumos agricolas, aumentar la eficiencia del trabajo

Sustentable humano.
2007°  Ley de Federal de Registro de plaguicidas para uso en animales, limites maximos
Sanidad Animal de residuos en los mismos.

20155  Programa de Monitoreo  Coordinado por SAGARPA, es un programa interinstitucional
de Residuos Téxicos donde participan mas de diez organismos federales para asegurar
que los productos cumplan con los estandares nacionales e

internacionales de calidad e inocuidad.

DOF, 2017; ?DOF, 2015; *DOF, 2011; “DOF, 2012a; SDOF, 2012; SSENASICA, 2016

1.4 Plaguicidas en el ambiente

La produccién mundial de plaguicidas crece un 11% anual, por lo que se estima que a nivel
mundial se aplican cerca de 5 millones de toneladas métricas de plaguicidas afio con afio. Lo
que tiene como resultado cerca de 26 millones de casos de envenenamiento no letales
ocasionados por plaguicidas, 200,000 muertes y cerca de 750,000 enfermedades cronicas
cada afio (F. Carvalho, 2017; Pimentel, 2005). La mayor parte de los efectos cronicos
asociados al uso de plaguicidas incluyen efectos neurologicos, respiratorios, reproductivos y
diversos tipos de cancer.

Los plaguicidas pueden migrar de los terrenos de cultivo a los sistemas acuaticos
subterraneos o superficiales de varias maneras, ya sea en disolucion, asociados a sélidos
suspendidos en el agua y asociados a la materia organica, por lo que es necesario detectar los
plaguicidas que se encuentran en complejas asociaciones con el sedimento acarreado por los
cuerpos de agua (Pérez y Aguilar, 2012).




1.4.1 Plaguicidas en ambientes acuéticos

La aplicacion de fertilizantes y plaguicidas ha degradado la calidad del agua de sistemas
acuaticos superficiales y subterraneos. Se calcula que en Estados Unidos 9 Ton/ha de suelo
agricola con contenido de plaguicidas y fertilizantes entran a los rios y lagos cada afio
(National Research Council, 2003), en este mismo pais Gilliom et al., (2006) encontrd
residuos de uno o mas plaguicidas o sus metabolitos en 90% de las escorrentias en areas
agricolas durante el periodo de 1992-2001. También se encontraron residuos de plaguicidas
en sedimentos y en tejidos de peces en un 57% y un 90% de las veces en escorrentias ubicadas
en areas agricolas, siendo principalmente DDT, DDE, DDD y dieldrin, los cuales habian estado
prohibidos desde algunos afios antes del estudio, demostrando asi su persistencia en el
ambiente (Gilliom et al., 2006). Una vez que los plaguicidas ingresan a los ecosistemas
acuaticos, estos pueden causar la muerte de los organismos como peces, ya sea por el
envenenamiento a especies susceptibles o por la eliminacion de su alimento como pueden ser
insectos o invertebrados y por lo tanto disminuyen la pesca en el sitio (Pimentel y Burgess,
2014). Existen también reportes de la toxicidad en mamiferos y aves, sin embargo, es mas
dificil determinar los efectos en estas poblaciones debido a su alta movilidad, tipicamente los
estudios en campo llevados a cabo con estos grupos de animales se obtienen estimados muy
bajos de su mortalidad (Mineau et al., 1999; WHO, 2017).

1.5 Analisis de plaguicidas

1.5.1 Andlisis a nivel de trazas

Debido a su persistencia e hidrofobicidad, los plaguicidas organoclorados suelen acumularse
en el suelo y sedimento, donde pueden permanecer retenidos por varios afios (WHO, 1997).
Por lo que establecer técnicas que permitan la determinacion y monitoreo de plaguicidas es
importante para cuantificar los niveles de acumulacion en el ambiente, ademas de los posibles
efectos a la salud humana que puedan derivarse por su presencia (Ozcan, Tor y Aydin, 2009).
Comunmente estos compuestos se encuentran en concentraciones a nivel de traza, en niveles
de partes por billén (ppb), que equivale a un nanogramo de plaguicidas por gramo de
sedimento (ng/g). Determinar las concentraciones de plaguicidas en muestras ambientales de
suelo y sedimento se vuelve un reto, debido a que existen substancias presentes que pueden
interferir en la determinacion de plaguicidas. Por esta razon para llevar a cabo un analisis a
nivel de trazas por cromatografia de gases o0 Gas Cromatography (GC por sus siglas en
inglés), es necesario realizar un paso previo, que consiste en la extraccion de los analitos.

1.5.2 Extraccién de los analitos
Para lograr la determinacion de los plaguicidas organoclorados en sedimentos, éstos se deben

extraer de la matriz ambiental en la que se encuentran, lo cual es dificil de lograr debido a las
fuertes interacciones que existen entre los plaguicidas y los diferentes constituyentes de la




matriz (Zhang, et al., 2011). Los plaguicidas pueden estar unidos a la materia organica a
través de enlaces covalentes e interacciones hidrofobicas (P. N. Carvalho et al., 2008). La
forma mas comun de extraer compuestos organicos en sedimento es la extraccion en fase
solida Solid Phase Extraction (SPE, por sus siglas en inglés), la cual ha sido usada debido a
que es mas rapida y posee una mayor selectividad, no obstante, este método es relativamente
caro y aun emplea de una cantidad considerable de disolventes. Para superar estos
inconvenientes, las técnicas de extraccion desarrolladas en los ultimos afios han consistido
en simplificar, miniaturizar y automatizar los procesos; a la vez que disminuyen el tiempo y
el consumo de disolventes orgéanicos, obteniendo una mejor resolucion en el analisis por GC
y un limite de deteccién mas bajo. Las técnicas miniaturizadas de extraccion en fase sélida o
Solid Phase Micro Extraction (SPME, por sus siglas en inglés) en dos variables: 1) inmersion
directa Direct Inmersion (DI, por sus siglas en inglés), 2) por headspace (HS, por sus siglas
en inglés) (Doong y Liao, 2001; Hou, Shen y Lee, 2003; Lambropoulou, Konstantinou y
Albanis, 2007). Debido a que se trabaja con sedimentos, el modo de extraccidn probado en
este trabajo fue la micro extraccion en fase sélida por anélisis de compuestos volatiles en fase
vapor (HS-SPME, por sus siglas en inglés).

1.6 Micro extraccion en fase sélida (SPME)

La micro extraccion en fase solida o Solid Phase Micro Extraction (SPME), fue desarrollada
en 1990 por Arthur y Pawliszyn. Esta técnica se basa en crear un equilibrio entre la
concentracion del analito contenido en la muestra y la concentracion del analito adsorbido
por una fibra de SPME (Arthur y Pawliszyn, 1990). La fibra de SPME consiste en un eje de
silice fundido recubierto con una fase estacionaria, una vez que la fibra se ha expuesto, los
analitos adsorbidos en ésta, donde se concentran por procesos de adsorcidn/absorcion, la
extraccion se considera completa, una vez que se haya alcanzado un equilibrio de distribucién
entre la fibra y los analitos, lo que significa que la concentracién del analito se mantendra
constante independientemente de si incrementa el tiempo de extraccién o la temperatura
(Flores-Ramirez et al., 2014). Los analitos son extraidos y concentrados en el recubrimiento
de la fibra, para después desorberse térmicamente en el inyector del cromatdgrafo de gases.
Con este método se logra ahorrar tiempo en la preparacion de la muestra, no es necesario el
uso de aparatos complicados, se elimina el uso de disolventes y por lo tanto la produccién de
desechos liquidos (Dong, Zeng, y Yang, 2005; Herbert et al., 2006). Los limites de deteccion
pueden mejorar debido a la capacidad de concentracidn que posee esta técnica, por lo que la
extraccion por SPME es usada con regularidad en el andlisis de compuestos organicos a
niveles traza, en particular para la extraccion de compuestos organicos volatiles o
semivolatiles; polares o no polares (Arthur y Pawliszyn, 1990; Carvalho et al., 2008; da Silva,
Augusto y Poppi, 2007).

1.6.1 Micro extraccion en fase solida por Headspace (HS-SPME)

En el modo de extraccion por headspace (HS-SPME), los analitos se volatilizan y abandonan
la matriz en la que se encuentran para entrar en la fase vapor y asi ser adsorbidos por la fibra.
Este método de extraccion es Util para extraer compuestos volatiles o semivolatiles de




matrices solidas, el cual consiste en posicionar la fibra sobre la muestra dentro de un vial con
cierre hermético sin que la fibra entre en contacto con la muestra (Dong et al., 2005).
Mediante la variante de esta técnica el efecto matriz disminuye drasticamente debido a que
solo se extrae la fraccion volatil, se alarga la vida de la fibra, ademas de que es posible
integrar la extraccion, la concentracion y la introduccion de la muestra al GC-MS en un
proceso ininterrumpido y automatizado, lo cual la convierte en una técnica mas rapida y con
la capacidad de procesar una mayor cantidad de muestras en un mismo evento (Doong y
Liao, 2001). Algunas desventajas de esta técnica son que la fibra de extraccion, por sus
dimensiones es fragil, su costo es relativamente elevado y debido a la gran cantidad de
extracciones que pueden realizarse con la misma fibra, puede ocurrir contaminacién cruzada
(Dong et al., 2005; Lambropoulou y Albanis, 2007; Pico et al., 2007).

1.6.2 Optimizacion de la micro extraccion

Existen varios factores que controlan la adsorcion y desorcion de los analitos y por lo tanto
la eficiencia de la extraccion. Se evaluaron los parametros que tienen mayor influencia en
este proceso de acuerdo con los datos obtenidos en la revision bibliografica (Tabla 5), los
cuales son: el tipo de fibra usado, el volumen de muestra, la agitacion, el tiempo y la
temperatura a la que serd sometida la muestra durante la extraccion. Las pruebas se realizaron
al extraer directamente del sedimento de referencia certificado New York/New Jersey 1944
(NIST, 2011).
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Tabla 5. Condiciones de extraccion HS-SPME obtenidas de articulos cientificos para plaguicidas
organoclorados.

Recuperacion Precision LOD
Tipo de Condiciones de
Analitos Matriz fibra extraccion SPME Detector [%] [%] [ng/g]  Referencia
8 OCP Suelo PDMS  Tiempo de extracciéon 60 GC/MS-  8-51 14-36 0.02-3.6  (Herbert et
100 pm  min a 65°C, volumen de MS al., 2006)
muestra 40 mL sin
adicion de NaCl
10 OCP Sedimentos PDMS  Tiempo de extraccion 50 GC/MS- 9-17 0.005-  (P.N.
100 um min a 80°C, 250 rpm MS 0.11 Carvalho et
agitacion, 10 mL al., 2008)
volumen de muestra, 2 g
de NaCl
18 OCP Suelo PDMS-  Tiempo de extraccion 60 GC-ECD  68-127 3-11 0.06- (Doong y
DVB 65 min a 70°C, 900 rpm 0.65 Liao, 2001)
pm agitacion
9 OCP Sangre PDMS  Tiempo de extraccion 30 GC/MS-  90-120 14 0.02-3 (Hernandez
100 pm  mina90°C, sin agitacion MS et al., 2002)
ni adicion de NaCl
16 OCP Té PDMS  Tiempo de extraccion 40 GC-ECD  39-94 11 0.081 (Caietal,
100 um  mina90°C, adicibn de5 GC/MS- 2003)
g de NaCl MS
5 0CP Suelo PDMS  Tiempo de extraccion 40 HPLC- 5-8 56-84 (Vega
60 um  min a 25°C sin agitacion UVD Moreno,
ni adicion de NaCl Sosa Ferrera,
y Santana
Rodriguez,
2006)

1.6.2.1 Tipo de fibra

La fibra usada para este estudio posee un recubrimiento de una pelicula polimérica que
consiste en una combinacion entre polidimetilsiloxano (PDMS) y divinilbenceno (DVB) con
un grosor de fibra de 65 um (Goncalves y Alpendurada, 2004). EI PDMS es un polimero no
polar y es el mas usado en la extraccion de plaguicidas debido a su versatilidad y durabilidad
(Figura 1). Las fibras pueden disefiarse con una porosidad especifica, la fibora PDMS-DVB 65
pum, usada en los experimentos posee mesoporos, los cuales proporcionan una mayor
superficie de reaccion, este es un factor importante en la extraccion, puesto que las fibras
porosas son capaces de extraer mayor cantidad de analitos que las fibras no porosas (Paula
Barros et al., 2012). En la extraccion por headspace los plaguicidas se unen a la fibra
principalmente por adsorcion, sin embargo, este es un proceso competitivo, donde existe un
namero limitado de sitios donde los analitos se pueden unir, por lo que algunos analitos con
mayor afinidad por la fibra pueden desplazar a aquellos que poseen menor afinidad por la
fibra (Pawliszyn, Pawliszyn y Pawliszyn, 1997).
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El tiempo de extraccion depende del equilibrio que se pueda lograr, primero: entre la fase
vapor y la matriz ambiental; y segundo: entre la fase gaseosa y la fibra. El espesor de la fibra
juega también un papel fundamental, puesto que a un mayor espesor de fibra le tomard méas
tiempo establecer un equilibrio entre la fase vapor y la fibra. Las fibras pueden reusarse entre
20 y 150 veces, dependiendo de la matriz con la que se esté trabajando (Garrido Frenich y
Martinez Vidal, 2006; Li, Li, y Jen, 2003).

Figura 1. Estructura de una molécula de Polidimetilsiloxano (PDMS) (Pawliszyn et al.,
1997).

1.6.2.2 Tiempo de extraccion

La eficiencia de extraccion depende del equilibrio entre la muestra y la fibra de extraccion,
por lo que es necesario establecer las condiciones éptimas de tiempo, temperatura y agitacion
gue permitan que los analitos lleguen de la forma mas rapida a un equilibrio entre la muestra
y el recubrimiento de la fibra y asi llevar a cabo una extraccion més eficiente. El tiempo de
equilibrio se define como el tiempo después del cual la cantidad de analito extraido
permanece constante y corresponde con los limites del error experimental (Abdulra’uf'y Tan,
2015).

1.6.2.3 Temperatura de extraccion

La temperatura tiene gran influencia en la extraccion de los analitos, cuando el tiempo de
equilibrio de los analitos y la fibra es excesivamente largo, un aumento en la temperatura
tendré como resultado una disminucion considerable en el tiempo de extraccion. Una mayor
temperatura facilita la liberacion de los analitos a la fase vapor, sin embargo, existe un efecto
adverso, donde a temperaturas muy altas puede disminuir la cantidad de analitos que se
extraen por adsorcién debido a que aumenta la constante de distribucion entre la fibra y la
fase gaseosa (Kin, 2008). En la Tabla 6 se enlistan los puntos de ebullicion encontrados para
los plaguicidas analizados en este estudio.
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Tabla 6. Puntos de ebullicion y solubilidad en agua de los plaguicidas analizados (BCPC, 2014;

Merck, 2001).

Compuesto Punto de ebullicion Presion de vapor Solubilidad en agua
a-HCH 288°C a 760 mm Hg 9.4x10*mmHga20°C 1mg/L

B-HCH 288°C a 760 mm Hg 9.4 x 105 mm Hga20°C 0.1 mg/L

vy-HCH 323.4°C a 750 mm Hg 9.4x10*mmHga20°C 8mg/L

A-HCH 323.4°C a 760 mm Hg 9.4x 10 *mmHga20°C 6.5 mg/L

Heptacloro 145°C 3 x10* mm Hg a 25°C 0.056 mg/L a 25°C
Aldrin 104 °C 7.5x10°mmHga20°C 0.011 mg/L a 20°C

Epoxido de heptacloro
Endosulfan |

p, p’-DDE

Dieldrin

Endrina

Endosulfan 11
p.p’-DDD

Aldehido de endrina
Sulfato de endosulfan
p,p'-DDT

Metoxicloro

106°C a 0.7 mm Hg

316°C a 760 mm HgC

416 + 45°C a 760 mm Hg*
416 + 45°C a 760 mm Hg*
449 * 45°C a 760 mm Hg*
193°C a 1 mm Hg

435 + 45°C a 760 mm Hg*
480 + 45°C a 760 mm Hg*
186°C a 0.1 mm Hg

346 °C

1.7 x 107" mm Hg a 25°C
6 x10°° mm Hg a 25°C
3.1 x 10 mm Hg a 20°C
2 x107" mm Hg a 25°C
0.0+1.1 mmHga25°C
1.35 10° mm Hg a 25°C
2 x 107 mm Hg a 25°C
1x 10 mm Hg a 25°C
1.6 x 10" mm Hg a 20°C

4.2 x 10° mm Hg a 25°C

0.275 mg/L a 25°C
0.53 mg/L a 25°C
0.12 mg/L

0.11 mg/mL

200 pg/L a 25°C
0.28 mg/L a 25°C
0.09 mg/L

0.25 mg/L

0.22 mg/L a 22°C
0.025 mg/L

0.045 mg/L

1.6.2.4 Peso de la muestra

La extraccion por HS-SPME depende del nimero de moles del analito que estan presentes en
la muestra, por lo tanto, entre mayor sea el peso de la muestra mayor el nimero de moles de
analito que pueden entrar en fase vapor. Sin embargo, no existe suficiente informacion sobre
si la extraccion tiene una relacion directamente proporcional a la cantidad de analito que se
encuentra presente en la muestra, debido a que existe una serie de variables que puede
intervenir en la eficiencia de la extraccion, por ejemplo: la magnitud de la conveccion que se
da dentro del vial de extraccion, la agitacion, la forma y capacidad del vial. Por ejemplo,
Tsutsumi, Sakamoto y Kataoka, (1997) obtuvieron condiciones Optimas de extraccion en
muestras con volumenes pequefios en viales proporcionalmente pequefios, lo cual nos habla
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de que esta variable no puede ser siempre lineal, ni proporcional al volumen de muestra.

1.6.2.5 Agitacion

El tiempo de equilibrio depende también del transporte de masa que ocurre entre la muestra,
la fase de vapor y la fibra. Con velocidades de agitacion altas se puede establecer mas
rapidamente un equilibrio entre la muestra y la fase gaseosa; sin embargo, si no se tiene buen
control de la velocidad de agitacion, las condiciones de extraccion se modifican entre cada
muestra y por lo tanto la reproducibilidad del método se vera afectada (Pawliszyn et al.,
1997).

La agitacion por vortex/vial en movimiento, consiste en que el vial que contiene el sedimento
o0 extracto se mueve de forma circular durante la extraccion para lograr la agitacion de la
muestra. Algunas ventajas de esta técnica es que muestra buena reproducibilidad, sin
embargo, algunos inconvenientes de esta forma de agitacion son que puede existir fatiga en
la aguja de la fibra o en la fibra misma, debido a que el vial se encuentra en movimiento con
respecto a la fibra durante la extraccion (Kin, 2008; Pawliszyn et al., 1997).

1.7 Analisis de plaguicidas por cromatografia de gases

Desde la aparicion de la cromatografia de gases en la década de los cincuentas, se han
realizado importantes avances en términos de selectividad y mejoras de los limites de
deteccidn para el estudio de los residuos de plaguicidas. Con el desarrollo de detectores cada
vez mas selectivos para el andlisis de trazas, como fue el Detector de Captura de Electrones
(ECD, por sus siglas en inglés) en la década de 1960, para la deteccién de plaguicidas
halogenados; y la del Detector Fésforo Nitrogeno (NPD, por sus siglas en inglés), se logré
obtener una mayor sensibilidad y selectividad para la deteccibn de compuestos
organofosforados y organoclorados (Hoff et al., 1999).

1.7.1 Cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas

La implementacién de un detector por Espectrometria de Masas (MS) en el analisis por
Cromatografia de Gases (GC) fue dificil de lograr debido a que inicialmente era imposible
realizar el acoplamiento de una columna empacada de cromatografia (que poseia un alto flujo
de gas), con la cdmara de ionizacion de un Espectrémetro de Masas, la cual requiere de un
alto vacio (10 torr, aproximadamente). La deteccion por espectrometria de masas solo fue
posible hasta la década de 1980 con la aparicion de las columnas capilares para
cromatografia, las cuales poseen un menor flujo de gas (menor a 20 mL/min) de modo que
el volumen de gas que entra a la camara de ionizacion es minimo (Dierksmeier, 2000; Hoff
et al., 1999). Recientemente se han desarrollado sofisticadas técnicas de cromatografia
acoplada a espectrometria de masas, en las cuales para la deteccion de los analitos se acoplan
dos espectrometros de masas unidos en serie para conformar lo que se conoce como un
cromatografo de gases triple cuadrupolo (GC/MS-MS 0 GC/MS-QQQ). Estos instrumentos han
permitido el andlisis simultaneo de hasta 100 plaguicidas y sus metabolitos en niveles traza
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(Ahmed, 2001).

La cromatografia de gases emplea diferencias en las propiedades quimicas entre diferentes
compuestos de una mezcla para separar cada uno por medio de una columna cromatografica.
A cada analito le lleva una cantidad especifica de tiempo atravesar la columna (tiempo de
retencion), el cual es siempre constante independientemente de cuantos compuestos eluyan
antes o después de él. El espectrometro de masas para funcionar adecuadamente requiere de
una muestra muy pura de la molécula a analizar. El espectrometro funciona rompiendo cada
molécula en fragmentos ionizados para detectarlos debido a su relacion masa/carga (m/z);
cada molécula posee un patrén de fragmentacion especifico el cual es analizado para lograr
una confirmacion del compuesto. El anlisis por cromatografia de gases puede complicarse
cuando a dos moléculas diferentes les toma la misma cantidad de tiempo en atravesar por la
columna (mismo tiempo de retencién). Sin embargo, al analizarlo por espectrometria de
masas, estas moléculas pueden tener un patron de ionizacion diferente. Al combinar estos
dos procesos se vuelve extremadamente dificil que dos moléculas de naturaleza diferente se
comporten de la misma forma, tanto en la separacion por cromatografia de gases, como en la
deteccidn por espectrometria de masas (Kin, 2008).

1.7.2 Monitoreo de cribado

Entre los métodos de monitoreo que se pueden realizar con un GC/MS-QQQ, se encuentran
los métodos de cribado, comunmente llamados en inglés métodos de Screening. Con este
tipo de métodos se puede obtener informacion sobre el tiempo de retencion, la relacion
masa/carga y la abundancia de los iones de un compuesto. La confirmacion de la presencia
de un compuesto se consigue cuando se obtiene su espectro de masas “completo”, es decir la
presencia y abundancia de todos sus iones desde la m/z 50, hasta mas alla de la m/z de sus
iones moleculares (tipicamente para plaguicidas organoclorados de 480 m/z). Este tipo de
monitoreo no es selectivo, por lo que se debe tener especial cuidado en analizar la abundancia
relativa de los iones principales del espectro, ademas de que se deben sustraer las sefiales de
interferencia de fondo cominmente causadas por pérdidas en la columna o componentes de
la matriz (CCPR, 2010). Los resultados obtenidos se comparan con los espectros obtenidos
de bibliotecas espectrales, las cuales contienen espectros de mas de 250,000 compuestos y
gue son comparados para obtener un factor de coincidencia, con el cual se evaltan las
semejanzas entre los espectros, para asi obtener un analisis cualitativo de los compuestos
presentes en la muestra. Para este tipo de monitoreo, generalmente se utiliza la herramienta
AMDIS (Automated Mass Spectral Deconvolution & Identification System) la cual lleva a
cabo un proceso llamado deconvolucion cromatografica. Esta herramienta posee un
algoritmo con la capacidad de identificar los iones, agruparlos como un compuesto y purificar
el espectro de cada compuesto para poder analizarlo y compararlo con las bibliotecas
existentes. Por medio de estas herramientas, el andlisis realizado en este trabajo no se
restringe Unicamente a los plaguicidas organoclorados, sino que es posible encontrar una
variedad de compuestos que puedan resultar de interés en el sitio.
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1.7.3 Monitoreo de reaccion multiple

Entre ellos se encuentran los métodos multiresiduo, se encuentran el Single Reaction
Monitoring (SRM, por sus siglas en inglés) y el Multiple Reaction Monitoring (MRM, por sus
siglas en inglés), estos métodos son de gran especificidad, poseen la capacidad de determinar
confirmar y cuantificar diferentes residuos de plaguicidas en un mismo anélisis. Existen
algunas desventajas en el andlisis de trazas por métodos multiresiduo como el MRM. Entre
ellas se puede enumerar, su ineficiencia como métodos de cribado, es decir, como métodos
exploratorios de la prevalencia de distintos analitos, ademas de que son metodos muy
complejos y no permiten la generacion de resultados en periodos cortos de tiempo (Gongalves
y Alpendurada, 2004).

En un analisis MRM por GC/MS-QQQ, cada plaguicida es analizado bajo un conjunto de
pardmetros especificos. El tiempo de retencion (TR) obtenido por el GC sera el primer
parametro en permitir la determinacion de la identidad de un compuesto. En el siguiente paso,
la columna cromatografica desemboca directamente en la fuente del espectrometro de masas,
la fuente por medio de un filamento de tungsteno, en un proceso denominado impacto
electrénico (El), fragmenta las moléculas que eluyen por la columna y dirige los iones
resultantes hacia los cuadrupolos. EI MS-QQQ posee en realidad dos cuadrupolos: el
cuadrupolo 1 (MS1) y el cuadrupolo 2 (MS2), la celda de colision se ubica entre el MS1 y el
MS2, y se considera también un cuadrupolo, sin embargo, esta tiene la funcion de fragmentar
los iones seleccionados por el MS1. Dentro de la celda de colision, los iones se someten a
diferentes energias de colision (CE, por sus siglas en inglés), en un proceso denominado
disociacién inducida por colision (CID, por sus siglas en inglés) para obtener iones producto,
que son seleccionados por el MS2 y llevados al detector (Ospina, Powell y Yost, 2003). Al
proceso en el cual un ion precursor es seleccionado por el MS1, fragmentado en la celda de
colision a una determinada energia de colisién y cuyos iones producto son seleccionados por
el MS2, para ser llevados al detector se le conoce como transicién. Se recabd la informacion
sobre las transiciones de cada compuesto y se seleccionaron aquellas con mayor abundancia
para llevar a cabo la cuantificacion del compuesto (ion cuantificador Q0), las demas
transiciones seleccionadas se utilizaron para confirmar la identidad del compuesto (iones
calificadores Q1, Q2 y Q3).

16




CAPITULO 2. AREA DE ESTUDIO

La cuenca del rio Grande de Comitan se localiza en la region sur-sureste del estado de
Chiapas, en la frontera con Guatemala. Esta constituye una de las reservas forestales mas
importantes del estado (Figura 2). En el estado de Chiapas el sector primario tiene un valor
equivalente al 4.96% del producto Interno Bruto Nacional, el cual ubica al estado en el
séptimo lugar a nivel nacional como mayor productor agricola (INEGI, 2010). Segun las
estimaciones realizadas con los mapas de uso de suelo en la cuenca del rio Grande de
Comitan, las actividades agricolas son la principal actividad productiva de la region, los
terrenos de cultivo abarcan cerca del 33% de la superficie total de la cuenca, en la cual se
identifican dos tipos principales de agricultura, la de temporal y la de riego, ocupando un
24.8% y un 7.9% respectivamente del total de la cuenca (Figura 3) (Alvarado Velazquez,
2015; INEGI, 2015a).

En esta cuenca la geologia es de gran relevancia debido a que corresponde a un ambiente
karstico, lo que propicia una mayor infiltracion de agua al sistema de acuiferos locales y
regionales, asi como la cercania del sitio a los Lagos de Montebello, lugar donde el rio Grande
desemboca, mismo que forma parte del Parque Nacional Lagunas de Montebello, que es
considerado sitio RAMSAR (1325), y de gran importancia para el desarrollo econémico y
cultural del estado de Chiapas (CFE, 2012; CONANP, 2007).
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2.1 Geografia y demografia

La cuenca, comprende los municipios de La Independencia, La Trinitaria, Comitan de
Dominguez y Las Margaritas. El centro urbano méas importante dentro de esta cuenca es la
ciudad de Comitan, con aproximadamente 141,000 habitantes, aunque existen gran cantidad
de localidades esparcidas a lo largo de la cuenca (INEGI, 2010).

La cuenca del rio Grande de Comitan (CRGC) (Figura 2) presenta una superficie calculada
en 810 km?, y esta en una altitud promedio de 1,500 msnm.

2.2 Hidrologia

El area de estudio se encuentra dentro de la Region Hidroldgica No. 30 Grijalva-Usumacinta.
Forma parte de la cuenca del rio Lacantin (INEGI, 2015b).

2.3 Clima

Presenta un clima que va desde templado humedo a subhimedo con lluvias todo el afio a
semicalido humedo a sub-hiimedo con abundantes lluvias en verano, con temperatura media
anual de 22°C. La precipitacion total anual es de 1,800 mm, con precipitaciones medias
mensuales superiores a los 100 mm, con maximas en los meses de junio y septiembre (CFE,
2012; CONANP, 2007).

2.4 Geologia

De acuerdo con Campa y Coney (1983), el area de estudio se encuentra estructuralmente
dentro del Bloque Maya, en la regién conocida como el Cinturén Plegado de Chiapas, en la
provincia de Fallas de Transcurrencia (Campa y Coney, 1983; Sanchez-Montes de Oca,
1979). El registro estratigrafico que aflora en la zona es principalmente de tipo sedimentario
conformado por el grupo Caliza Sierra Madre, constituido principalmente por calizas, lutitas,
con diferentes grados de Kkarstificacion, ademas de que existe la evidencia de la existencia de
un gran lago en esta cuenca, por lo que existen afloramientos de limolitas y una pequefia
proporcion de areniscas. Dentro de la cuenca se pueden encontrar desde pequefios sumideros
hasta grandes fosas con perfiles concavos de fondo agudo o semiplano. Existen también
grandes grutas y oquedales de variadas formas y tamafios, lomerios de poca altura con laderas
de inclinacion variable que pueden formar paredes abruptas (Duran Calderdn, 2013).
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Figura 3. Principales usos de suelo dentro de la cuenca del rio Grande de Comitan.
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CAPITULO 3. JUSTIFICACION Y OBJETIVOS

3.1 Justificacion

De acuerdo con Schreinemachers y Tipragsa (2012) México se encuentra entre los 20 paises
con mayor uso de plaguicidas por rea de cultivo a nivel mundial, ademés de ubicarse entre
los diez paises a nivel mundial con mayor crecimiento en el uso de plaguicidas por area de
cultivo. En México las regulaciones impuestas sobre la limitacién en el uso de plaguicidas
prohibidos pocas veces se ven reflejadas en lo que sucede en la realidad de los terrenos
agricolas. Chiapas ocupa el quinto lugar en cuanto al nimero de casos de intoxicacion por
plaguicidas, teniendo 6.73 casos por cada 10,000 habitantes (Ortiz et al., 2013). En el estado
de Chiapas existen reportes sobre la aplicacion de plaguicidas prohibidos en México de
acuerdo con la lista de plaguicidas prohibidos (DOF, 1991), muchos de los cuales son
adquiridos por los agricultores en la frontera con Guatemala (Alegria, Bidleman y Figueroa,
2006).

Por lo tanto, es necesario desarrollar investigacion que provea de informacion cualitativa y
cuantitativa sobre la presencia, comportamiento y destino tanto de los plaguicidas como de
sus metabolitos, para lo cual es necesario el desarrollo de técnicas que permitan una forma

simple y eficaz el estudio de los plaguicidas en matrices ambientales, para entender con
mayor detalle los costos ambientales y los beneficios que existen en torno al uso de estos.

3.2 Objetivo general

Determinar las concentraciones de plaguicidas organoclorados en muestras de sedimentos y
analizar su distribucion espacio-temporal en la cuenca del rio Grande de Comitan, Chiapas.

3.3 Objetivos especificos

Desarrollar y adaptar protocolos de extraccion de plaguicidas mediante la técnica de HS-
SPME en matrices de sedimento provenientes de la cuenca del rio Grande de Comitan.

Determinar cualitativa y cuantitativamente la presencia de plaguicidas mediante la creacion
de un método MRM analizado por un GC/MS-QQQ.

Determinar el contenido de materia organica mediante la técnica de LOI en sedimentos de la
cuenca del rio Grande de Comitan.
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Integrar los resultados obtenidos en informacion vectorial espacio-temporal de la distribucion
de plaguicidas dentro de la cuenca del rio Grande de Comitan.

3.4 Contribucion cientifica

En este trabajo se desarroll6 una variante nueva para la extraccion de plaguicidas
organoclorados en sedimento por HS-SPME. Durante el proceso de revision bibliografica no
se tuvo conocimiento sobre un método de extraccion de plaguicidas organoclorados o de
compuestos organicos similares que incorpore los mismos pasos realizados en este trabajo.
En particular, resulta importante la incorporacién del proceso de liofilizacion, este proceso
retira el agua de la muestra por medio de vacio a una temperatura inferior a los -40°C, esta
técnica fue descrita para el analisis de sedimentos por Alcantara (2013), para un método de
extraccion asistida por microondas (MAE). En la mayoria de los métodos revisados para la
extraccion de compuestos organicos en matrices solidas por HS-SPME, las muestras pueden
ser 0 no desecadas y en la mayoria de los casos son sometidas a una extraccion inicial que
transfiere los analitos a una matriz liquida, donde se llevan a cabo una serie de pasos para
purificar y evaporar el exceso de disolvente, para finalmente extraer los analitos por
Headspace. En este trabajo, debido a que la muestra se ha desecado por completo por medio
de una liofilizacion, es posible realizar una extraccion directa de los compuestos semi
volatiles calentando el sedimento y adsorbiendo a este a la fibra PDMS/DVB, eliminado asi la
transferencia de los analitos a una matriz liquida y con ello una serie de pasos que implican
un mayor consumo de disolventes y una mayor manipulacién de la muestra. La configuracion
de estos procesos en este trabajo ofrece una alternativa rapida, sencilla y de bajo costo para
el anélisis de compuestos volatiles y semi volatiles, que también se puede probar en otras
matrices sélidas.

Este trabajo también aporta conocimientos sobre la concentracion de plaguicidas en

sedimentos dentro de la cuenca del rio Grande de Comitan, asi como su relacion con el
contenido de materia organica y los efectos ambientales asociados a este proceso.
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CAPITULO 4. METODO

4.1 Muestreo

Se realizaron tres campafas de muestreo en el periodo comprendido entre agosto de 2014 y
octubre de 2015, llevandose a cabo durante las temporadas célida-lluvias (4MB), calida-secas
(5MB) y calida-lluvias (6MB), cubriendo asi un ciclo anual. Cada camparia de muestreo estuvo
conformada por nueve puntos de muestreo geoposicionados utilizando un GPS (Garmin, GPS
map60CSx) (Tabla 7). Por cada sitio se obtuvieron muestras por triplicado de sedimentos del
rio Grande de Comitan.

Los sitios seleccionados en el rio Grande de Comitéan (Figura 2), denominados con el prefijo
“MB-R” (abreviacion de “Montebello Rio”), se ubicaron desde su nacimiento en el lago de
Juznajab (MB-R0) pasando en su trayectoria por zonas con pocas actividades agricolas y
bosque de galeria (MB-R7, MB-R1 y MB-R2); asi como zonas urbanas y la influencia de las
descargas de aguas residuales provenientes de la ciudad de Comitan (MB-R3); zonas con la
presencia de cultivos agricolas en la parte media y baja del rio (MB-R6, MB-R4 y MB-R5);
hasta llegar a su desembocadura en la laguna de Balantetik (MB-L1), lugar donde inicia el
sistema de Lagos de Montebello. Los sitios elegidos fueron seleccionados usando varios
criterios: 1) La cercania con estaciones de monitoreo ambiental ubicadas ahi desde 2013 por
parte del equipo del proyecto CONACYT 0167603 “Estudio hidrolégico y de calidad del agua
del Sistema Lagunar de Montebello, Chiapas”, bajo la coordinacion del Dr. Oscar Escolero
Fuentes del Instituto de Geologia de la UNAM. Estas estaciones proveen de informacion
detallada en los parametros de conductividad eléctrica, temperatura y caudal (datos no
publicados), que pueden ayudar a entender los procesos que han ocurrido en los sitios de
muestreo y complementar la informacion de los pardmetros fisicoquimicos obtenidos durante
las campafias de muestreo; 2) La distribucién homogénea de sitios de muestreo en las partes
altas, medias y bajas de la cuenca; y 3) La accesibilidad para llegar al sitio seleccionado.

4.1.1 Muestreo

Las muestras de sedimento fueron extraidas a una profundidad menor a 30 cm usando una
draga de tipo Ekman, ubicando las zonas de depdsito de sedimentos, en meandros y sitios de
acumulacion previamente identificados. Las muestras fueron colocadas en botes de vidrio
previamente lavados, protegidos de la radiacion UV, transportados y mantenidos en
refrigeracion a 4°C, hasta su analisis (APHA/AWWA/WEF, 2012; Saadati et al., 2013).
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Tabla 7. Ubicacién de los sitios de muestreo en la cuenca del rio Grande de Comitan, Chiapas.

Clave sitio Referencia del sitio UTM (15Q)
X Y
MB-RO Lago Juznajab 0594926 1811191
MB-R7 Rancho Los Riegos 0594031 1803902
MB-R1 Puente Sabinos 0593385 1800760
MB-R2 Puente Los Desamparados 0596527 1796593
MB-R3 Puente San José 0597855 1795006
MB-R6 Puente Amarillo 0608809 1788768
MB-R4 Puente Santo Tomas 0614326 1790973
MB-R5 Rancho El Carrizal 0626059 1785457
MB-L1 Lago Balantetik 0628934 1783302

4.2 Material y reactivos

4.2.1 Materiales

Los disolventes utilizados acetona, n-hexano, metanol, acetonitrilo y acetato de etilo, fueron
adquiridos de las marcas Conquimex (Consorcio Quimico Mexicano, Edo. Mex.), Burdick
& Jackson (Honeywell Co., NJ) y J.T. Baker (Avantor Performance Materials, PA) en los
grados reactivo y grado HPLC. Todo material de cristaleria fue lavado con agua destilada y
detergente libre de fosfatos, se dejé reposando en una solucion de HCI al 10% por al menos
4 horas. Transcurrido el tiempo, se volvid a enjuagar con agua destilada y se secO a
temperatura ambiente. ElI material fue almacenado en compartimentos cerrados libres de
polvo y se enjuagd con hexano y acetona grado reactivo antes de su uso.

4.2.2 Reactivos

La mezcla de estandares de referencia corresponde a la mezcla M-8080 (AccuStandard Inc.,
CT), que incluye los compuestos: aldrin, a-HCH, B-HCH, y-HCH, A-HCH, p,p’-DDD, p,p’-DDE,
p.p’-DDT, dieldrin, endosulfan I, endosulfan Il, sulfato de endosulfan, endrina, aldehido de
endrina, heptacloro, epéxido de heptacloro y metoxicloro. Se agregd a esta mezcla 2,4,5,6-
tetracloro-m-xileno (TCMX) (Chem Service Inc., PA) como surrogado y a-HCH-D6 (Agilent
Technologies Inc., Santa Clara CA) como estandar interno (Saadati et al., 2013). La solucion
de estandar interno y surrogado se cred con los compuestos TCMX y o-HCH-D6. Los
estandares de referencia se adquirieron en una pureza mayor a 99.5% en concentraciones
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variadas. Para la extraccion por HS-SPME se utilizaron fibras PDMS/DVB de 65um StableFlex
57327-U (Merck Millipore Corporation Darmstadt, Alemania), montadas en un soporte de
fibra automatico. Para realizar la optimizacion de la extraccién por HS-SPME se utiliz6
sedimento de referencia certificado New York/New Jersey Waterway Sediment 1944
(NIST, 2011). Este sedimento se encuentra liofilizado y homogeneizado, posee cuatro
compuestos organoclorados en concentraciones entre 2 y 170 ng/g (Tabla 8). Las muestras
blanco de sedimento consistieron en arena silicea llevada a una temperatura de 550°C con
una mufla por un tiempo de tres horas, las muestras fueron tamizadas a través de una malla
de 2 milimetros, con lo cual se tiene un tamafio de particula homogéneo y libre de residuos
de materia orgéanica (Ripp, 1996).

Tabla 8. Concentraciones de plaguicidas organoclorados en
sedimento de referencia New York / New Jersey Waterway
1944 (Nist, 2011).

Compuesto Concentracion
a-HCH 2+0.3ng/g
p,p’-DDT 170 + 32 ng/g
p.p’-DDE 86 + 12 ng/g
p,p’-DDD 108 + 16 ng/g

4.3 Instrumentacioén

4.3.1 Cromatografo de Gases/Espectrometro de Masas GC/MS

Las muestras fueron analizadas en el Laboratorio de Analisis Cromatograficos en el
Laboratorio Nacional de Ciencias de la Sostenibilidad del Instituto de Ecologia, UNAM. Se
utiliz6 un Cromatografo de Gases acoplado a un Espectrdmetro de Masas triple cuadrupolo
(GC/MS-QQQ) modelo Agilent 7010 (Agilent Technologies Inc., Santa Clara, CA),
equipado con una columna cromatografica DB-5 (J&W 30 m x 0.25 mm d.i. x 0.25 pum de
espesor de pelicula). Las muestras fueron extraidas e introducidas al cromatédgrafo por medio
de un auto muestreador Agilent GC 120 (Agilent Technologies Inc., Santa Clara, CA).

4.3.2 Condiciones cromatograficas

Se utilizé como fase movil helio de ultra alta pureza 99.999% (Praxair México, Ciudad de
México) a un flujo constante de 0.973 mL/min en modo de inyeccion splitless. EI programa
de temperatura del horno inicié a 60°C durante un minuto, incrementando a 40°C/min hasta
llegar a los 170°C y cambiando el incremento en la temperatura a 10°C/min hasta llegar a los
295°C y manteniéndose en esa temperatura por cuatro minutos, teniendo un tiempo total de
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corrida de 20.25 min. Las identidades de los compuestos fueron confirmadas con el
espectrometro de masas triple cuadrupolo acoplado al cromatdgrafo de gases. La linea de
transferencia del cromatografo de gases al espectrometro se mantuvo a una temperatura
constante de 300°C. El espectrometro de masas contaba con una fuente de ionizacion de
impacto electrdnico, se mantuvo a una temperatura de 300°C; los cuadrupolos se mantuvieron
a una temperatura de 180°C, la celda de colisién utilizo nitrégeno de ultra alta pureza
(99.999%) (Praxair México, Ciudad de México) a un flujo de 1.5 mL/min, utilizando también
helio de ultra alta pureza (99.999%) (Praxair México, Ciudad de México) como gas quencher
a un flujo de 2.25 mL/min.

4.3.3 Método Multiple Reaction Monitoring MRM

El método MRM se construy0 principalmente con informacion obtenida de la base de datos
G9250AA 1.01 (Agilent Technologies, Inc., 2014). Esta base de datos posee informacion
sobre tiempos de retencion, iones precursores, dwell times (tiempo de residencia), energias
de colision y iones producto de los 17 plaguicidas organoclorados que se analizaron en este
estudio. El surrogado y el estandar interno: TCMX y o HCH-D6; fueron incorporados
manualmente, obteniendo sus patrones de fragmentacion mediante las repeticiones de
experimentos sometidos a diferentes energias de colision, seleccionando las transiciones que
tuvieran mayor repetibilidad y una proporcién de iones producto superior al 70%. La
informacion obtenida, fue procesada por medio del software Method from Compound List
version B.07.00 (Agilent Technologies, Inc., 2013), con el cual se definen los intervalos de
tiempo, los compuestos que se incluirdn en cada intervalo, la resolucién de los cuadrupolos,
el dwell time y las transiciones que se agregaron a la base de datos, constituyen la primera
version del método MRM (Tabla 9).
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Tabla 9. Tiempos de retencion y transiciones de iones utilizadas para la determinacién de plaguicidas

organoclorados.

Tiempo de CAS Compuesto lon precursor  Energia de lon producto
retencion colisién
min m/z eV m/z
6.872 877-09-8 TCMX 243.8 15 209.0
208.8 50 102.0
206.8 20 136.0
7.391 086194-41-4  o-HCH-D6 2238 20 149.9
186.8 20 149.9
184.8 20 147.9
7.448 319-84-6  o-HCH 218.9 5 183.0
216.9 5 181.0
180.9 15 145.0
7.827 319-85-7 B-HCH 218.9 5 183.1
216.9 5 181.1
181.0 15 145.0
7.943 319-85-7  y-HCH 218.9 5 183.1
216.9 5 181.0
181.0 15 145.0
8.295 319-86-8 A-HCH 219.0 5 183.1
217.0 5 181.1
181.1 15 145.1
9.109 76-44-8  Heptacloro 273.7 15 238.9
273.7 15 236.9
271.7 15 236.9
9.700 76-44-8  Aldrin 262.9 35 192.9
262.9 35 190.9
254.9 20 220.0
10.372 1024-57-3  Epodxido de heptacloro 354.8 15 264.9
352.8 15 262.9
262.9 35 193.0
10.011 959-98-8  Endosulfan | 194.9 5 160.0
194.9 5 159.0
194.9 20 125.0
11.375 72-55-9  p,p'-DDE 317.8 15 246.0
315.8 15 246.0
246.1 30 176.2
11.463 72-55-9  Dieldrin 277.0 5 241.0
262.9 35 193.0
262.9 35 191.0
11.854 72-20-8  Endrina 316.7 5 280.8
262.8 35 193.0
244.8 30 173.0
12.010 33213-65-9  Endosulfan 11 206.9 15 172.0
194.9 10 158.9
194.9 25 124.9
12.116 72-54-8  p,p'-DDD 236.9 20 165.2
234.9 15 199.1
234.9 20 165.1
12.336 7421-93-4  Aldehido de endrina 278.9 10 242.9
278.9 25 209.0
249.9 30 214.9
12.757 1031-07-8  Sulfato de endosulfan 273.8 15 238.9
273.8 15 236.9
271.9 15 237.0
12.778 50-29-3 p,p'-DDT 237.0 20 165.2
235.0 15 199.2
235.0 20 165.2
13.776 72-43-5  Metoxicloro 227.0 15 2121
227.0 25 169.1
227.0 40 1411
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4.4 Andlisis de residuos de plaguicidas

4.4.1 Soluciones de estandares de referencia

Todas las soluciones se realizaron por el método de dilucion serial, utilizando pipetas
volumétricas de 0.5, 1, 2, 3, y 4 mL, ademas de matraces aforados de 5y 10 mL, se utilizé
acetona grado HPLC para realizar las diluciones (seccion 5.2.1). La solucion madre se cre
a partir de la mezcla de plaguicidas organoclorados M-8080, el estandar interno a-HCH-D6 y
el surrogado TCMX (seccion 5.2.2). La solucién madre fue preparada en una concentracion
de 50 pg/mL y se mantuvo en refrigeracion a -70°C (Flores-Ramirez et al., 2014). A partir
de esta solucion se crearon soluciones de trabajo en el intervalo de 12 000 a 500 ng/mL, las
cuales se mantuvieron en refrigeracion a 0°C. Las soluciones de trabajo se utilizaron para
preparar soluciones en los intervalos de concentracion adecuados para la elaboracion de las
curvas de calibracion, el enriquecimiento de muestras, la adicion del estandar interno y la
adicion del surrogado en las muestras ambientales.

Para las muestras enriquecidas de sedimento se adiciond con pipeta de repeticion un
volumen de entre 50 y 100 pL de las soluciones de estandares de referencia a 0.75 g de la
arena usada para las muestras blanco de sedimento (seccion 5.2.2).

4.4.2 Liofilizacién de las muestras

Las muestras de sedimento obtenidas en campo fueron secadas en frio usando una
liofilizadora FreeZone 4.5 (Labconco Corporation, MO) a una temperatura de -50°C y una
presion de ~0.033 mbar. El sedimento liofilizado fue entonces homogeneizado por medio de
un mortero y tamizado a través de una malla de 2 milimetros para eliminar gravas y tamafos
de particula mayores (ISO, 2017). A cada muestra analizada se le agreg6 una alicuota en
diferentes concentraciones del surrogado y el ISTD en acetona grado HPLC. Las muestras de
sedimento fueron pesadas y vaciadas en viales de vidrio de 20 mL para su extraccion.

4.5 Optimizacién de la extraccion por HS-SPME

Las muestras de sedimento contenidas en los viales fueron calentadas y agitadas por medio
de una estacion de extraccion instalada en el auto muestreador GC 120 (Agilent
Technologies, CA), durante este proceso la aguja de la fibra de SPME perfora el septo de
PFTE/silicona y deja exponer la fibora PDMS/DVB dentro del vial que contiene la muestra.
Posteriormente la fibra expuesta es retraida dentro de la aguja y llevada al inyector del
cromatografo. Dentro del inyector del cromatdgrafo la fibra se vuelve a exponer para
desorber los plaguicidas térmicamente durante un tiempo y temperatura determinada, y asi
permitir que los compuestos ingresen a la columna cromatografica.

En este trabajo se probaron las variables de tiempo, temperatura, peso de la muestra y
agitacion de la muestra, para con estos resultados obtener las condiciones de mejor extraccion
de los analitos por HS-SPME. EIl procedimiento se llevo a cabo de la siguiente forma: 1) El
peso de la muestra se mantuvo constante en 0.25 g. 2) Se realiz6 una optimizacion simultanea
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de los pardmetros temperatura y tiempo, para obtener un éptimo de estas dos condiciones. 3)
El peso de la muestra se volvio a evaluar, bajo las condiciones dptimas de tiempo y
temperatura. 4) La agitacién de la muestra se probd por ultimo una vez obtenidas las
condiciones dptimas de tiempo, temperatura y peso de la muestra (Figura 4).

Proceso de optimizacion de la
extraccion por HS-SPME

Condiciones para retirar el agua
del sedimento Liofilizacion

Tiempo de . R ] .
extraccion 50 e
Temperatura de 70 °C

extraccion = - = ~ ~

Peso de la muestra

750 RPM

Agitacion

Figura 4. Diagrama de flujo de los experimentos en la optimizacion de los parametros de la
extraccion por HS-SPME (en recuadro negro se muestran las condiciones 6ptimas seleccionadas).
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4.5.1 Tiempo y temperatura de extraccion

El efecto de estas dos variables fue probado en los intervalos de tiempo de 10, 20, 30, 40 y
50 minutos, asi como en los intervalos de temperatura de 70, 85, 100, 115y 130 °C, debido
al contenido de materia organica que existe en el estandar de referencia y en las muestras a
analizar, la temperatura de extraccion no se llevé a més de 130°C debido al riesgo de ignicion.
Cada intervalo de tiempo se probd contra el intervalo de temperaturas mencionado, para
obtener una matriz de experimentos (Figura 4). El orden de las extracciones fue establecido
de forma aleatoria y las extracciones fueron realizadas en un periodo de tres semanas; se
obtuvieron triplicados por cada condicion. Después de cada inyeccion, se realizd un blanco
de fibra para poder calcular el porcentaje de contaminacion cruzada, es decir la proporcién
del analito que permanece en la fibra después de la desorcion de los analitos en el
cromatografo

4.5.2 Peso de la muestra

Se probaron los pesos de 0.25, 0.50, 0.75 y 1.0 g en las condiciones de tiempo y temperatura
Optimas (130°C por 30 minutos). Se obtuvieron triplicados de cada condicidn probada, los
cuales fueron probados de forma aleatoria.

4.5.3 Agitacion de la muestra

Una vez establecidas las condiciones de tiempo, temperatura y peso de la muestra, se probé
el efecto de la agitacion sobre la muestra para saber si esta tiene algun efecto sobre la
eficiencia de la extraccion. Se realizaron pruebas sin agitacién y a 500 RPM, debido a que el
automuestrador unicamente puede probar esta velocidad de agitacion mientras extrae la
muestra.

4.5.4 Analisis estadistico de la optimizacién

Los resultados obtenidos fueron sometidos a diversas pruebas estadisticas usando la
plataforma R 3.3.3 (R Development Core Team, Viena). A los resultados obtenidos del
proceso de optimizacion se les realizaron pruebas de normalidad (Shapiro-Wilk) y pruebas
de homocedasticidad (Bartlett). Se realizaron andlisis de varianzas ANOVA y Kruskal-Wallis
a los resultados que cumplian o no con los criterios de normalidad y homocedasticidad. Las
hipotesis nulas de ambas pruebas Ho, establecen que las medias de cada grupo (ANOVA) o
sumas de intervalos de cada grupo (Kruskal-Wallis) de las distribuciones de las variables
cuantitativas en todos los grupos son iguales. Las hipotesis alternativas Hy de estas pruebas
establecen que por lo menos una de las medias de cada grupo (ANOVA) o suma de intervalos
de cada grupo (Kruskal-Wallis) difiere entre ellas.
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4.6 Validacion del método de analisis cuantitativo

La validacion es el proceso mediante el cual se verifica la idoneidad del método para cumplir
con la finalidad prevista. EI método puede desarrollarse internamente, extraerse de la
literatura u obtenerse de terceros. Podra luego adaptarse o modificarse para que se ajuste a
los requerimientos y capacidades del laboratorio. En este paso se establecen de manera
satisfactoria algunos requisitos como la especificidad, linealidad de la respuesta, sensibilidad,
precision, repetibilidad y la recuperacion que se obtiene basado en la técnica (CCPR, 2010).

4.6.1 Especificidad

La especificidad se refiere al grado en el que un método puede ser utilizado para determinar
analitos particulares en mezclas o matrices, sin interferencias de otros componentes. Es por
lo tanto crucial establecer que la propiedad medida sélo se debe al analito y no a algo quimica
o fisicamente similar que surja por coincidencia, causando asi un sesgo en la medicién
(Magnusson, 2014). El analisis MRM realizado por GC/MS-QQQ es de gran especificidad y
permite confirmar de forma confiable la identidad de los compuestos analizados, teniendo la
capacidad de seleccionar varios iones de cada molécula y evaluar sus transiciones por medio
de una segunda fragmentacion en la celda de colision y posterior seleccién de iones producto
en el segundo cuadrupolo.

4.6.2 Linealidad

La linealidad de la respuesta del detector se calcula por medio de una gréfica
concentracion/respuesta donde se realiza una regresion lineal con el propoésito de obtener un
coeficiente de correlacion cercano o mayor a 0.99. En esta gréafica en el eje de las x se asignha
el valor de la concentracion tedrica de cada solucion de curva de calibracion. En el eje de las
y se asignaron los valores obtenidos a partir de la integracién de los picos cromatograficos,
es decir las areas de respuesta de cada analito. La linealidad fue calculada usando el método
de minimos cuadrados con promedios no ponderados (EPA, 2014)

4.6.2.1 Construccion de curvas de calibracion

Las curvas de calibracién son un elemento crucial para realizar un andlisis cuantitativo.
Mediante la creacion de curvas de calibracion se evalla la relacion (cominmente
proporcional) entre la respuesta del instrumento y la concentracion de un analito introducido.
Por medio de una curva de calibracion, la sefial producida por la presencia de un analito
puede convertirse en valores de concentracion, por medio de una regresion lineal siguiendo
la formula de la ecuacion de la recta (1).

) y=mx+b
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Donde:

y = Sefial obtenida en el GC/MS.
m = Pendiente de la recta.

X = Concentracion del analito.

b = Interseccion de la recta con y.

Una curva de calibracion funciona mediante el analisis de soluciones de estandares de
referencia en al menos seis niveles de concentracion diferentes, cada nivel se analizé por
triplicado (Hern&ndez et al., 2002). Con los valores de sefial obtenidos para cada respectivo
nivel de concentracion, se realizd una regresion lineal para obtener los valores de m, b y el
coeficiente de correlacion r? (EPA, 2014; Garrido-Frenich y Martinez-Vidal, 2006).

Las curvas de calibracion se realizaron de dos formas, debido a que cada modo de inyeccion
de los analitos requiere de condiciones especificas:

1) Curva de calibracién usando el modo de inyeccién liquida: En esta forma las
soluciones liquidas de estdndares de referencia (seccion 5.4.1), se introducen al
GC/MS por medio de una micro jeringa de vidrio especial para cromatografia. En este
modo de inyeccion el disolvente no interfiere con el andlisis y la contaminacion
cruzada puede ser controlada de forma muy eficiente, puesto que la jeringa es lavada
entre 30 y 40 veces, antes de cada inyeccion. Cada nivel de concentracion se analiz6
por triplicado, se intercalaron blancos de disolvente cada tres inyecciones para
establecer la linea base del GC/MS, asi como para verificar la limpieza de la columna
y la jeringa. El volumen de inyeccion fue constante durante todo el anélisis, y se
mantuvo en 1 pL.

2) Curva de calibracion de la extraccion por HS-SPME: Esta forma consistio en
realizar una curva de calibracion a partir de la extraccion de los analitos por HS-SPME
usando las condiciones de extraccidon resultantes del proceso de optimizacion (seccion
1.6.1). En esta forma los analitos no se encuentran en solucion liquida, sino como
muestras enriquecidas de sedimento (seccion 5.2.2). Por lo tanto, la curva de
calibracion realizada de esta forma no sélo evalua la linealidad de la respuesta de los
analitos, sino que también evalUa la linealidad, repetibilidad y precision del método
de extraccion. Cada nivel de concentracion fue analizado por triplicado, pero debido
a que este es un método extractivo, no se pudo utilizar una misma muestra, como es
el caso de las muestras de inyeccion liquida, para este método se cred una muestra
enriquecida de sedimento para cada triplicado en cada nivel de concentracion. Se
intercalaron blancos de fibra entre cada extraccién para determinar la linea base del
analisis.

En ambos casos los niveles de concentracion fueron creados por dilucion serial a partir de las

soluciones de trabajo (seccion 5.4.1), en intervalos de concentracion que fueron de 250 a 50
ng/mL, de 50 a 5 ng/mL, de 5 a 0.05 ng/mL y de 0.1 a 0.001 ng/mL.
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4.6.3 Limite de deteccién

El limite de deteccion Limit of Detection (LOD, por sus siglas en inglés), se refiere a la
concentracion minima de un analito que puede ser medida y reportada por el procedimiento,
y que por lo tanto se puede diferenciar con una certidumbre del 99%, que esta concentracion
es mayor a la que pudiera provenir de un blanco de método, aun cuando esta concentracion
no pueda ser cuantificable (EPA, 2012; FDA, 2001). Es decir que la respuesta de cada analito,
se encuentra por arriba de cualquier respuesta que pueda provenir de un blanco y que por lo
tanto existe un 1% de probabilidad de que exista un error de tipo I. EI LOD se calculd
analizando las desviaciones estandar de los resultados de muestras blanco y muestras con
concentraciones cercanas a cero obtenidas en condiciones de repetibilidad, de acuerdo con
Magnusson (2014). El LOD se estimo a partir de s’o, usando la siguiente férmula (2):

) S =S0Vi+i

n np

Donde:
S’0 = Desviacién estandar con correccion de blanco.
So = Desviacion estandar.

N = Numero de réplicas.
Ny = NUmero de observaciones blanco usadas para calcular la correccion de blanco.

Con la desviacion s’, se realiza la estimacion del LOD, de acuerdo con la formula (3)
(Magnusson, 2014).

(3) LOD = 3*S

4.6.4 Limite de cuantificacién

El limite de cuantificacion 6 Limit of Quantification (LOQ, por sus siglas en inglés), es la
concentracion mas baja a la cual los analitos pueden ser cuantificados con certidumbre. El
LOQ se calcul6 de la misma forma que el LOD, basandose en las desviaciones estandar de los
resultados en concentraciones cercanas a cero, formula (2), sélo que en este caso, el valor
obtenido s’o, se multiplico por el factor ko, cuyo valor por defecto es 10 férmula (4) (Currie,
1995; Magnusson, 2014).

(4) LOD=10*S "o
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4.6.5 Precision y repetibilidad

La precision de un método analitico describe la cercania que tienen las mediciones
individuales de un analito y sirve para evaluar el desempefio del método teniendo en cuenta
todas las variaciones en las condiciones operativas que pueden esperarse durante su uso
rutinario (FDA, 2001). La precision se estima desde la extraccion hasta la cuantificacion
cromatografica. Se evallian entre 6 y 15 repeticiones de las muestras de interés en una misma
concentracion, con los resultados se calcula la desviacion estadndar relativa 6 Relative
Standard Deviation (RSD, por sus siglas en inglés), la cual describe la propagacién de los
resultados (Magnusson, 2014). La precisién puede componerse de dos medidas, la
repetibilidad y la reproducibilidad. La repetibilidad se refiere a la menor variacién en los
resultados, por ejemplo: en condiciones de un solo analista en un mismo equipo en un corto
periodo de tiempo. La reproducibilidad se refiere a la mayor variacion en los resultados, por
ejemplo: la variacion medida entre laboratorios. Se puede encontrar una tercera forma en el
inter: la precisién intermedia (Magnusson, 2014).

4.6.6 Recuperacion o Exactitud

En esta prueba se evaluo la eficiencia del método para extraer los analitos de interés, lo cual
consiste en determinar la capacidad del método para extraer una cantidad conocida de un
analito dentro una matriz seleccionada. Para este analisis se utilizaron muestras enriquecidas
de sedimento (seccion 5.4.1). Los experimentos se realizaron en tres intervalos de
concentracion: bajo, medio y alto (FDA, 2001). Los intervalos de concentracion probados
fueron de 1 a 0.6 ng/g (intervalo bajo), de 6.4 a 4.2 ng/g (intervalo medio), y de 6.4 a 25.6
ng/g (intervalo alto), (Anexo Il, Tabla 19). La recuperacién se expresa como porcentaje, se
obtiene a partir del cociente entre la concentracion tedrica de la muestra enriquecida y la
concentracion cuantificada por medio del método de extraccion. Se realizaron seis réplicas
de cada extraccion.

4.7 Determinacion del contenido de materia organica

La estimacion del contenido de materia organica se llevo a cabo por medio del método de
pérdida por ignicion 6 Loss On Ignition (LOI, por sus siglas en inglés) (Dean, 1974), el cual
estima el contenido de carbono en los sedimentos oxidando la materia organica a dioxido de
carbono y cenizas a una temperatura de 550°C en una mufla.

Las muestras de sedimento fueron inicialmente secadas en una estufa a 105°C, por un periodo
entre 12 y 24 h, dependiendo de la textura del sedimento. Una vez seco, el sedimento fue
tamizado para eliminar gravas y restos vegetales con un tamiz de 2 mm (I1SO, 2017).
Posteriormente fue homogeneizado con un mortero para deshacer agregados y se pesaron 10
g de sedimento seco en capsulas de porcelana, las cuales se llevaron a la mufla. La pérdida
de peso después de la combustion a una temperatura >550°C es proporcional al contenido de
materia organica presente en el sedimento (Dean, 1974; Heiri, Lotter, & Lemcke, 2001;
Hoogsteen et al., 2015).
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El valor obtenido de LOI es un porcentaje del contenido de materia organica y es calculado
de acuerdo con la formula (4). La pérdida de peso es entonces proporcional a la cantidad de
carbono organico contenido en la muestra (Heiri et al., 2001).

LO| = D\N105 - D\Nsso

= * 100
(4) w50 DW

Donde:

LOI = Porcentaje del carbono organico contenido en la muestra.

DW!105 = Corresponde al peso seco de la muestra antes de la combustion (g).

DWsso = Peso seco de la muestra despues de calentar a 550°C.

Se establecid un tiempo de 3 h a 550°C, con un peso constante de 10 g por muestra (De Vos
et al., 2005; Hoogsteen et al., 2015).

4.8 Analisis estadistico de los resultados

De la misma forma que en el proceso de optimizacion, se realizaron pruebas estadisticas
usando la plataforma R (R Development Core Team, Viena). Se realizaron pruebas de
pruebas de normalidad (Shapiro-Wilk), homocedasticidad (Bartlett), se realizaron pruebas de
correlacion de Spearman para evaluar la correlacion entre el contenido de materia organica
y la extraccion de los compuestos.

4.9 Sistemas de Informacion Geografica

Se realizaron mapas de la distribucién espacio temporal de la presencia de plaguicidas y del
contenido de materia organica por medio del sistema de informacion geogréafica ArcGIS 10.4
(ESRI, 2014). Los datos vectoriales usados para establecer la cuenca hidrol6gica, el modelo
digital de elevacion, los cuerpos de agua y los mapas de uso de suelo fueron obtenidos de
INEGI (2007), basandose también en mapas de Bonifaz para el uso de suelo y modelo digital
de elevacidn de la cuenca (en proceso). Los sitios de muestreo fueron superpuestos sobre
estas capas para mostrar la presencia espacial de las concentraciones de plaguicidas. Con el
modelo digital de elevacion se tomaron los datos de elevacion para realizar el corte
longitudinal del rio.
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CAPITULO 5. DISCUSION DE LOS RESULTADOS

Durante el desarrollo de este trabajo se realizaron tres muestreos en la cuenca del rio Grande
de Comitan, recolectando 72 muestras en total. Se recopilé informacion sobre la geografia,
geologia e hidrogeologia de la zona, generando mapas con las unidades geoldgicas que
existen en la cuenca, asi como de los principales cauces.

5.1 Desarrollo del método MRM

5.1.1 Establecimiento del tiempo de retencion

Para la deteccion de los plaguicidas de interés, se realizaron varios pasos, el primero de ellos
consistio en fijar el tiempo de retencion (TR) del método cromatografico para hacerlo
coincidir con el de la base de datos. Esto se realiz6 midiendo el cambio en el TR de un
compuesto bajo flujos de columna diferentes, en este caso se utilizO el compuesto
metoxicloro. Se realizaron cinco inyecciones modificando el flujo de la columna original de
1 mL/min a condiciones -20%, -10%, +10% y +20%, los cuales se muestran en la Tabla 10.
Con los tiempos de retencion obtenidos y el flujo de columna se realizé una regresion lineal
(r?=0.999993), para fijar el flujo de columna que coincida con el TR establecido en la base
de datos del metoxicloro; el cual fue de 14.021 min, por lo que el flujo se determin6 en 0.973
mL/min. Esto fue confirmado positivamente mediante tres inyecciones sucesivas.

Tabla 10. Condiciones de flujo de columna y tiempo de retencion
obtenido del compuesto metoxicloro, para fijar el flujo de columna.

Numero de inyeccién Flujo de inyeccion Tiempo de retencién
(metoxicloro)
mL/min seg
1 0.80 14.369
2 0.90 14.159
3 1.00 13.974
4 1.10 13.811
5 1.20 13.662
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5.1.2 Optimizacion del método MRM

Se realizaron varias optimizaciones de los métodos de MRM (Multiple Reaction Monitoring)
hasta llegar a un método final de analisis, para esto se analiz6 cada transicion de forma
manual y mediante la herramienta Dynamic MRM Asisstant Version B.07.00 (Agilent
Technologies, Inc., 2013). Esta herramienta utiliza la informacion de varias réplicas para
optimizar el dwell time a un intervalo Optimo de entre 8 y 20 muestreos por pico
cromatografico. Este proceso se realiz6 durante ocho iteraciones hasta llegar al método final
de MRM, mediante el cual se llevo a cabo la optimizacion de la extraccién por HS-SPME.

En un método como este, se debe poner especial atencion en la deteccion de los isbmeros, en
particular para la deteccion del Lindano (y-HCH) y sus isdmeros o-HCH, B-HCH y A-HCH,
debido a que estos tienen exactamente el mismo patron de fragmentacion en sus moléculas y
por lo tanto poseen exactamente las mismas transiciones. Esto puede tener como
consecuencia que al ubicar dos 0 mas isomeros en un mismo intervalo de tiempo, ambos
compuestos sean cuantificados como uno solo y sus areas se sumen, 0 que uno de estos
compuestos pueda ser clasificado como otro. Por lo tanto, el tiempo de retencion es un
pardmetro critico en este andlisis cromatografico. El orden de elucion de estos compuestos
fue investigado y se encontraron inconsistencias en el orden de elucion. De acuerdo con
Basheer, Lee, y Obbard (2002) el isémero y-HCH se encuentra entre el isomero a-HCH y B-
HCH. Lo cual no coincide con lo encontrado por Alcantara (2014) y la base de datos
G9250AA, donde el orden de elusion de los isdbmeros es a-HCH, B-HCH, y-HCH Yy A-HCH
(Tabla 11). Los tiempos de retencion del resto de los compuestos analizados no mostraron
ninguna inconsistencia entre lo reportado y lo encontrado.

Tabla 11. Orden de elucion y iones principales para la deteccion y cuantificacion de Lindano y sus
isomeros.

Base de datos G9250AA Alcantara, | Carvahlo et al., 2008 Basheer et al., 2002
2014
Ordende lones principales Ordende |Orden de lones Orden de lones
elucion elucion elucion  principales | elucién principales
m/z m/z m/z
o-HCH 216.9, 180.9, 218.9 a-HCH o-HCH 109,111,181 a-HCH 181, 183, 219
B-HCH 216.9, 181, 218.9 B-HCH y-HCH 227,181, 238
v -HCH 216.9, 181, 218.9 v-HCH pB-HCH 181, 183, 219
A-HCH 216.9, 181, 218.9 A-HCH y-HCH 109, 111, 181
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5.2 Desarrollo del método de extraccion por HS-SPME

El método para la extraccion de plaguicidas organoclorados consistio en la evaluacion de
varios parametros, a continuacion, se describe cada uno de ellos.

5.2.1 Temperaturay tiempo de extraccion

En las muestras analizadas se lograron extraer los plaguicidas p,p’-DDT, p,p’-DDE y p,p’-DDD,
cabe mencionar que no fue posible detectar el a-HCH en ninguna de las condiciones de
extraccion probadas. En las gréaficas de caja y bigotes (Figuras 5, 6 y 7), se muestran los
resultados de las areas obtenidas del p,p’-DDT y sus metabolitos en cada tratamiento. Se
encontrd que existen hasta cuatro 6rdenes de magnitud de diferencia entre las condiciones
menos eficientes y las mas eficientes. Las condiciones con las cuales se puede extraer una
mayor cantidad de analito fue la combinacion de 130°C por 50 minutos y las condiciones con
las que se extrajo la menor cantidad de analitos fueron 70°C por 10 minutos. En ambos casos
se encontr6 que conforme aumenta la temperatura o el periodo de tiempo, la extraccién de
los analitos aumenta. El analisis estadistico se realizd evaluando las variables de temperatura
y tiempo por separado. Para evaluar el tiempo se agruparon las diferentes temperaturas
probadas en cada intervalo de tiempo, no fue posible realizar un analisis estadistico de estos
resultados debido a que no mostraron homocedasticidad ni normalidad, sin embargo,
podemos concluir de forma descriptiva que: u10 min < u20 min < p30 min < pu40 min < p50
min. Al no haber argumentos estadisticos suficientes, se compararon las diferencias entre los
promedios de las extracciones realizadas entre 30 y 50 minutos, con lo cual se encontr6 que
la extraccion aumenta un 13%. Si bien la extraccion es mayor en un intervalo de tiempo de
50 minutos, se optd por utilizar un tiempo de 30 minutos como el 6ptimo, debido a que
corresponde con la duracion del analisis cromatogréfico (5.3.2).

Extraccion de DDE

Tiempo10 Tiempo20 Tiempo30

07 Bes07
56407 6es07
07 Bes07

uesta
uesta
uesta

0e+00 1e+07 2e+07 3e+07 4e+07 Ses
0e+00 16407 2e+07 3e+07 de+07
0e+00 1e+07 2e+07 3e+07 4e+07 Ses

Tiempodo Tiempos0

07 Bes07
07 Bes07

uesta

06400 1e+07 2e+07 3e+07 4e+07 Ses
06400 1e+07 2e+07 3e+07 4e+07 Ses

T T T T
100 115 130 100 115 130

Temperatura Temperatura

Figura 5. Gréficas de caja y bigotes de la respuesta obtenida de la extraccion de p,p’-DDE en
intervalos de tiempo y condiciones de temperatura diferentes.
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Figura 6. Gréaficas de caja y bigotes de la respuesta obtenida de la extraccion de p,p’-DDT en
intervalos de tiempo y condiciones de temperatura diferentes.
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Figura 7. Gréficas de caja y bigotes de la respuesta obtenida de la extraccion de p,p’-DDD en
intervalos de tiempo y condiciones de temperatura diferentes.
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Para evaluar el efecto de la temperatura en la extraccion, los resultados de tiempo fueron
agrupados por este factor de acuerdo a su temperatura. De la misma forma que con el tiempo
de extraccion, los resultados no mostraron homocedasticidad ni normalidad, por lo que no
fue posible realizar un andlisis estadistico. Al igual que con el tiempo, conforme aumenta la
temperatura, aumenta la extraccion de los analitos, por lo que podemos concluir de forma
descriptiva que: u70°C < pu85°C < n100°C < pul115°C < p130°C. La temperatura 6ptima de
extraccion se determin6 en 130°C.

Una buena forma de visualizar la matriz de resultados obtenida de estos experimentos es
mostrar ambas variables en una gréafica 3D, en donde el eje x corresponde a la temperatura de
extraccion, el eje z el tiempo de extraccion y el eje y la extraccion del analito. En esta grafica
podemos observar que el incremento de la temperatura aumenta la eficiencia en la extraccion;
en particular debido a que eleva la transferencia de masa y las tasas de difusion.

SDDT

3.0E+07
) 2.0E+07 Extraccién
50 min del analito
Tiempo de LOE+07 " [cps]
extraccion 30 min 0.0E+00
(mind 130 ¢C
115°2C )
10 min 100 °C

85¢2C
Temperatura de extraccion [°C]

Figura 8. Respuesta de =DDT (p,p’-DDD + p,p’-DDE + p,p’-DDT)sus
metabolitos en condiciones de tiempo y temperatura variables.

70°¢C

5.2.2 Efecto del peso de la muestra.

Una vez determinadas las condiciones dptimas de tiempo y temperatura de extraccion (130°C
por 30 minutos), se evalud la respuesta de los analitos conforme aumenta el peso de la
muestra, (Figura 9). Los resultados obtenidos mostraron homocedasticidad y normalidad, por
lo que se realizd una prueba ANOVA de una sola via. Se obtuvo un valor de p > a (p- value
= 0.5035) con lo cual se acepta Ho, por lo que no existen diferencias estadisticamente
significativas entre cada tratamiento. Sin embargo, de forma descriptiva se encontro que la
menor variabilidad de los resultados se logré con un peso de 0.75 g, por lo cual este valor se
fue seleccionado para el método. Estos resultados, concuerdan con lo encontrado por Chang
y Doong (2006), en donde extraen plaguicidas organoclorados por una técnica similar; la
mayor extraccion se logré con el peso mas bajo (0.5 g) del intervalo probado (0.5a 2 g). Esto
se explica debido a que, al haber una mayor carga de sedimento en las muestras mas pesadas,
la liberacion de los plaguicidas se ve obstaculizada por la misma matriz, por lo que existe
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una menor difusion de los plaguicidas hacia la fase vapor en los intervalos de peso mas altos,
de forma similar a lo encontrado en este trabajo (Anexo Il, Figura 18).
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0.25¢g 0.5g 0.75¢g 19

Peso de la muestra

Figura 9. Efecto de la extraccion de p,p’-DDT conforme aumenta el peso
de la muestra.

5.2.3 Agitacion de la muestra

Las pruebas de agitacion de la muestra se realizaron bajo condiciones de extraccion de 130°C
por 30 minutos, con un peso de muestra de 0.25 g. Los resultados obtenidos cumplieron con
los criterios de homocedasticidad y normalidad, por lo que se realizd una prueba t- de
Student. Se obtuvo un valor p > o (p-value = 0.66), por lo que se acepta la hipétesis nula de
que no existen diferencias significativas entre cada tratamiento. Las muestras con agitacién
mostraron una mayor variabilidad en los resultados, la fibra puede tener un desgaste
mecénico por el movimiento del vial, lo cual puede disminuir la vida atil de la fibra de modo
que al no existir una ventaja significativa sobre la extraccion, se decidi6 no usar agitacion.

5.2.4 Condiciones 6ptimas de extraccion

Conforme a los resultados analizados, se llegé a la conclusion de que las condiciones 6ptimas
de extraccion para plaguicidas organoclorados por la técnica HS-SPME son las siguientes:

Temperatura de extraccion: 130°C
Tiempo de extraccion: 30 minutos
Peso de la muestra: 0.75¢
Agitacion: Sin agitacién

No obstante, en estas pruebas no fue posible la deteccion del a-HCH en el sedimento de
referencia New York/New Jersey 1944 (NIST, 2011), lo cual puede ser debido a que este
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compuesto se encontraba en concentraciones muy bajas (2 £0.3 pg/kg) (lo que representa un
1.2% de la concentracion del compuesto p,p’-DDT). Un factor determinante en la eficiencia
de la extraccion es la volatilidad de cada compuesto. Las respuestas diferentes de cada
plaguicida organoclorado, dependen de su volatilidad, constante de distribucion, estructura
molecular y presion de vapor (Tabla 6). Esto debido a que algunos compuestos entran en fase
vapor mas rapido que otros; por ejemplo, los analitos mas volatiles (o-HCH, p-HCH, y-HCH,
A-HCH, heptacloro, epdxido de heptacloro, endosulfan y aldrin), poseen tiempos de equilibrio
mas cortos y su temperatura de extraccion es menor (Anexo I, Figura 19). Estos compuestos
poseen presiones de vapor entre 3-10“y 6.3-10° mm de Hg, por lo que a una temperatura de
50°C la mayor parte de ellos llegara a su maxima capacidad de extraccion. A una temperatura
de 80°C, estos compuestos empezaran a tener difusion entre la fibra y la fase vapor, por lo
que la extraccién disminuye drasticamente (Figura 10 A) (Chang y Doong, 2006; Doong y
Liao, 2001; Santos, Sarrion, y Galceran, 1997).

Los compuestos con tiempos de equilibrio mas largos (p,p’-DDT, dieldrin, endrina y
metoxicloro) entraran en fase vapor a mayor temperatura (Anexo Il, Figura 20); a 50°C la
extraccion de estos compuestos es minima, y la mayor parte de estos compuestos adn
permanece adsorbido a la muestra. Conforme se incrementa la temperatura, se incrementa la
capacidad de extraccion, donde el maximo ocurre a 80°C (Figura 10 B) (P. N. Carvalho et
al., 2008; Flores-Ramirez et al., 2014). Por encima de los 80°C, empieza a haber difusion
entre la fibra y la fase vapor, por lo que la extraccion disminuye (Herbert et al., 2006). Por
lo tanto, a una temperatura de 80°C, se tiene la capacidad de extraccion maxima de los
compuestos con presiones de vapor mas grandes, sin embargo, para los compuestos con
presiones de vapor mas bajas, a esta temperatura, su eficiencia se ve disminuida . La
temperatura mas baja a la cual se realizaron las extracciones en este trabajo fue de 70°C, por
lo que esto se encontraba fuera del intervalo 6ptimo para la extraccion de compuestos de
volatilidad més alta como el lindano (y-HCH) y sus isémeros.
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Figura 10. Eficiencias en la extraccion de o-HCH (Figura a, HCB [®]) y p,p’-DDT (Figura b,
DDT [-]), tomado de Herbert, et al., (2006).
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5.2.5 Seleccion de elaboracion de curvas de calibracion

Como se ha mencionado, la técnica de extraccion por el modo headspace posee varias
ventajas, sin embargo, establecer un analisis cuantitativo mediante esta técnica conlleva una
serie de retos técnicos y conceptuales. Existe informacion muy limitada sobre como en
particular se construye una curva de calibracion para un método como el de HS-SPME. La
mayoria de los articulos citados evaltan principalmente eficiencia de la extraccion y solo en
tres de ellos se encontré mencionada de forma explicita, cémo ocurre la elaboracion de las
curvas de calibracion (Hernandez et al., 2002; Ho y Hsieh, 2001; Shen y Lee, 2003). Una
pregunta generada a partir de esta investigacion es saber si tiene validez cuantificar la
presencia de los analitos extraidos por HS-SPME, mediante una curva de calibracion generada
por inyeccion liquida. Durante el desarrollo de este trabajo se observd que los resultados
obtenidos en las curvas de calibracién generadas por el modo de inyeccién HS-SPME poseen
una mayor variabilidad que los resultados de la inyeccién liquida (Tabla 12). EI modo de
inyeccidn liquida es una forma mas directa de introducir los analitos, por lo que intervienen
una menor cantidad de pasos. Esto tiene efectos positivos sobre la precision, la repetibilidad
y por lo tanto constituye analisis cuantitativo mas robusto. Las repeticiones de cada nivel de
concentracion en la inyeccién directa son réplicas de una misma muestra, mientras que en el
modo HS-SPME se prepara una muestra para cada repeticion, lo cual eleva la incertidumbre.

Las curvas creadas por inyeccion liquida son méas simples de elaborar, los resultados poseen
menor variabilidad, que se traduce en coeficientes de correlacion mas altos. Sin embargo,
pese a las ventajas que tiene la construccién de una curva de calibracion de forma liquida,
conceptualmente no tiene sentido montar un andlisis cuantitativo en el cual la curva de
calibracién se construya bajo un método diferente del usado para extraer las muestras
ambientales. En la literatura citada, no existe alguna comparacion entre las equivalencias de
estos dos métodos, por lo que no se puede concluir si existe una relacién entre ambos métodos
y por lo tanto los resultados obtenidos entre cada curva no son comparables. Esto ocurre en
particular porque esta técnica introduce los analitos de una forma muy diferente a la
inyeccidn directa, en la inyeccion por headspace no existe volumen de inyeccion, la fibra
desorbe los compuestos que tiene adsorbidos en su superficie, y si bien las fibras poseen
proporciones de largo, ancho y grosor estandarizado, no existe ningin volumen controlable
que pueda ser depositado en el inyector del GC/MS.
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Tabla 12. Comparacion entre los coeficientes de correlacion obtenidos en una curva de
calibracion obtenida mediante el modo de inyeccion liquida y el modo de inyeccion por
HS-SPME; n=3 (0.002-16 ng/mL).

Coeficiente de correlacion (r?)

Compuesto Inyeccion liquida HS-SPME
TCMX 0.9983 0.9968
a-HCH-D6 0.9986 0.9972
a-HCH 0.9955 0.9961
B-HCH 0.9967 *0.9841
A-HCH 0.9925 0.9974
y-HCH 0.9977 *0.9745
Heptacloro 0.9962 *0.9827
Aldrin 0.9967 0.9955
Epoxido de heptacloro 0.9981 *0.9795
Endosulfan | 0.9952 *0.7391
p,p'-DDE 0.9972 *0.9589
Dieldrin 0.9961 *0.9566
Endosulfan Il 0.9952 *0.7998
Endrina 0.9940 *0.9436
p,p'-DDD 0.9973 *0.9474
Aldehido de endrina 0.9928 *0.8912
p,p'-DDT 0.9959 *0.9340
Sulfato de endosulfan 0.9922 *0.9140
Metoxicloro 0.9968 *0.9460

Promedio 0.9954 0.9439

*fuera del valor recomendado 0.99 (EPA, 2014; Garrido Frenich y Martinez Vidal, 2006).

5.2.6 Establecimiento de los limites de deteccién y los limites de cuantificacion.

Un paso importante en la implementacion de un método consiste en conocer y determinar el
limite de deteccion (LOD), a partir del cual se obtiene también el limite de cuantificacion
(LOQ). Con estos dos parametros se evalla el desempefio del método. Existen varias formas
de obtener el limite de deteccion, el primer paso consiste en determinar el limite de deteccion
instrumental, es decir el del GC/MS-QQQ, a partir del cual es posible conocer el limite de
deteccidn del método de extraccion HS-SPME y posteriormente el limite de cuantificacion del
método de extraccion (Ripp, 1996; USEPA, 2016).
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El limite de deteccién instrumental se calculd por medio de Lq (Anexo Il, Férmula 5). Para
obtener el limite de deteccion del método de extraccion HS-SPME, se realizaron varias
pruebas para encontrar aquella que cumplid satisfactoriamente los criterios de validacion del
método. Establecer el limite de deteccion suele ser el calculo mas problematico en la
validacion de métodos (Bernal, 2014). Debido a que existen multiples formas de realizar este
calculo, cada una de estas considera las particularidades que posee el andlisis utilizado.
Comunmente el limite de deteccién es calculado a partir de la variabilidad del blanco, sin
embargo, en el método de extraccién HS-SPME la fibra puede no desorber por completo los
analitos, y por lo tanto los blancos de fibra pueden producir sefial correspondiente a los
analitos que se busca determinar. Esto es de particular interés y de no tomar en cuenta este
efecto puede derivar en el reporte de falsos positivos.

Se probaron cinco formas de calcular el limite de deteccion:

1) MDL, (USEPA, 2016), es utilizado cuando los blancos producen valores numéricos
y es detectado a partir de la variabilidad de los blancos y el valor t de una prueba de
Student (Anexo Il, Férmula 5).

2) MDL9g, n-1y (E. Bernal, 2014; USEPA, 2016), se realiza por el célculo de al menos
siete repeticiones de muestras fortificadas en concentraciones cercanas a cero (Anexo
I, Férmula 6).

3) Lg (Currie, 1995), es el mas comln y el recomendado por la IUPAC, se calcula a
partir de la variabilidad de muestras fortificadas en concentraciones cercanas a cero
y el valor t de una prueba de Student cuando o = 3 = 0.05 (Anexo Il, Férmula 7)

4) (So)-3 (Magnusson, 2014), presenta un factor de correccion de blanco, se basa en el
calculo de la desviacion estandar en muestras con niveles de concentracion cercanos
a cero (Formula 2).

5) RMSE (Bernal, 2014), se obtiene a partir de los resultados de una curva de calibracion,
obteniendo la sumatoria del cuadrado del error asociado a cada medicion (Anexo II,
Férmula 8).

En la Tabla 13 se muestran los resultados obtenidos para cada método, dénde los limites de
deteccion obtenidos son MDLs>MDL 99, n-1>La> (S 0)-3>RMSE.
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Tabla 13. Comparacion entre los resultados obtenidos para el calculo del limite de
deteccidn (valores reportados en ng/g).

Compuesto MDL, ! MDL (95, n.9)!? LB (S')-3 RMSE?!

TCMX 0.050 0.103 0.140 0.070 0.000
o-HCH-D6 0.072 0.080 0.137 0.064 0.000
o-HCH 0.111 0.161 0.194 0.122 0.000
B-HCH 0.279 0.199 0.290 0.162 0.000
y-HCH 0.127 0.167 0.364 0.120 0.000
A-HCH 0.315 0.249 0.194 0.203 0.000
Heptacloro 0.036 0.030 0.232 0.001 0.000
Aldrin 0.168 0.400 0.244 0.243 0.000
Epoxido de heptacloro 0.248 0.176 0.292 0.123 0.000
Endosulfan | -0.094 2.120 0.972 0.967 0.000
p,p-DDE 1.754 0.170 0.317 0.128 0.000
Dieldrin 0.548 0.595 0.328 0.327 0.000
Endrina 2.520 1.734 0.865 0.844 0.000
Endosulfan Il 6.540 1.857 0.038 0.861 0.000
p,p'-DDD 6.144 1.579 0.807 0.804 0.000
Aldehido de endrina 14.363 4.759 0.859 1.244 0.000
Sulfato de endosulfan 3.298 0.854 0.504 0.462 0.000
p,p-DDT 1.922 1.135 0.464 0.502 0.000
Metoxicloro 6.778 1.237 0.614 0.611 0.000

1(USEPA, 2016) [2)(Bernal, 2014); B)(Currie, 1995); [4(Magnusson, 2014).

Como se puede observar los LOD obtenidos mediante el método RMSE son cercanos a cero 'y
se encuentran varios érdenes de magnitud por debajo de los valores calculados por los demas
métodos, esto resultaria en una alta probabilidad de producir errores de tipo a, por lo que el
calculo para determinar el LOD se descartd por este método. La mayor parte de los LOD
calculados en este trabajo, se encuentran entre los valores reportados por el método 8081
(EPA, 2014), con valores entre 1.1 y 5.7 ng/g, a excepcién de cuatro compuestos endosulfan
I, endosulfan I, p, p’-DDD Y aldehido de endrina. Se observo, que los LOD calculados por el
analisis de muestras con niveles de concentracion cercanos a cero (MDL(ig9, n-13, La Y [S 0]-3)
poseen valores muy similares entre ellos, en particular entre Lq y (S0o)-3, cuyos valores de
concentracion difieren en milésimas. El calculo por medio de MDL,, arroja valores negativos
(endosulfan 1) y los valores mas altos de concentracion. Los limites de deteccidn obtenidos
por estos tres metodos, salvo pequefias excepciones, tienen el siguiente orden de menor a
mayor sensibilidad: heptacloro < o-HCH-D6 < TCMX < A-HCH < a-HCH < epoOxido de
heptacloro < p,p’-DDE < B-HCH <y-HCH < aldrin < dieldrin < p,p’-DDT < sulfato de endosulfan
< metoxicloro < p,p>-DDD < endosulfan Il < endrina < endosulfan | < aldehido de endrina.
Siendo el heptacloro el compuesto con mayor sensibilidad y el aldehido de endrina el
compuesto con menor sensibilidad.
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En la practica es imposible establecer un limite de deteccion “verdader0” para los analitos,
debido a que siempre existe una incertidumbre sobre la validez de los resultados a estos
niveles de concentracion (Ripp, 1996). Por lo tanto es labor del analista decidir el método
para determinar el LOD que mejor se adapte a las condiciones del andlisis (Saadati et al.,
2013). Tras realizar esta comparativa se decidio optar por los métodos basados en el analisis
de muestras fortificadas en niveles de concentracion cercanos a cero (MDLggg, n-1), Lda Y
[S 0]-3) en particular se optd por el valor obtenido por el método Lq, debido a que ofrece una
justificacion robusta.

Se puede observar que el limite de deteccion es lo suficientemente bajo, como para usarlo
como método de cribado para contaminacion por plaguicidas (Herbert et al., 2006a). EI LOQ
se calculo a partir del LOD, los valores obtenidos para cada compuesto se presentan en la
Tabla 14.

Tabla 14. Limite de cuantificacidn, intervalos de linealidad y precision de los plaguicidas
analizados.

Compuesto Intervalo lineal Linealidad Precision LOQ
[ng/g] [na/g]

TCMX * 0.002-16 0.9968 6.46 0.47
a-HCH-D6 * 0.002-16 0.9972 9.01 0.46
a-HCH * 0.002-16 0.9961 9.67 0.65
B-HCH 0.002-16 0.9841 13.79 0.97
A-HCH * 0.002-16 0.9974 9.74 0.65
y-HCH 0.002-16 0.9745 17.22 1.21
Heptacloro 0.002-16 0.9827 21.37 0.77
Aldrin * 0.002-16 0.9955 14.79 0.81
Epdxido de heptacloro 0.002-16 0.9795 18.81 0.97
Endosulfan | 0.002-16 0.7391 78.17 3.24
p,p'-DDE 0.002-16 0.9589 19.28 1.06
Dieldrin 0.002-16 0.9566 21.58 1.09
Endosulfan Il 0.002-16 0.7998 29.00 0.13
Endrina 0.002-16 0.9436 27.78 2.88
p,p'-DDD 0.002-16 0.9474 25.69 2.69
Aldehido de endrina 0.002-16 0.8912 66.47 2.86
p,p'-DDT 0.002-16 0.9340 28.02 1.55
Sulfato de endosulfan 0.002-16 0.9140 39.64 1.68
Metoxicloro 0.002-16 0.9460 38.84 2.05
Promedio 0.9439 26.07 1.31

*Compuestos que cumplen con los criterios de validacion (EPA, 2014; Garrido Frenich y Martinez Vidal, 2006).
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5.2.7 Recuperacion y repetibilidad

La prueba de recuperacion se realizd en primera instancia con el sedimento de referencia
certificado New York/New Jersey 1944 (NIST, 2011). Este material no posee los 17
compuestos para los cuales se establecio el analisis y sélo se evalu6 para los compuestos a-
HCH, p,p’-DDT, p,p’-DDE y p,p’-DDD. La recuperacion de estos compuestos se cuantifico con
una curva de calibracion elaborada por HS-SPME (seccidn 4.6.2). Los resultados se muestran
en la Tabla 15, donde podemos observar que sélo los compuestos p,p’-DDT y p,p’-DDD se
encuentran dentro de los valores recomendados. Cabe mencionar que, a pesar de ser un
material de referencia certificado la variabilidad de las concentraciones de plaguicidas va de
un 13 a un 18%, lo cual contribuye a incrementar la variabilidad de los resultados y no poder
establecer con exactitud el porcentaje de recuperacion real de esta técnica. En la columna
Recuperacion promedio (Tabla 15) se calcula la recuperacion comparada con el valor
promedio de las concentraciones de plaguicidas en el sedimento de referencia; en la columna
Intervalo de la recuperacion (Tabla 15), se muestran los valores minimos y maximos de la
recuperacion. Resulta importante sefialar que no fue posible extraer el compuesto a-HCH, del
material de referencia certificado cuya concentracidn reportada es de 2 + 0.3 ng/g. Si bien se
calculé un LOQ de 0.65 ng/g para el a-HCH, y una linealidad (r?) de 0.996 en el intervalo de
0.65 a 16 ng/g, no fue posible detectar residuos de este compuesto, pese a que en muestras
fortificadas se logro extraer en concentraciones méas bajas. Una explicacién puede ser que
este compuesto se haya perdido en el material de referencia, debido a que inicialmente este
compuesto ya se encontraba en una concentracion muy baja. Otra explicacion puede ser que
las condiciones de extraccion seleccionadas como Optimas, estan fuera del intervalo 6ptimo
para los compuestos de mayor volatilidad como el a-HCH y su familia de isomeros (Seccion
5.2.4, Figura 10). También es posible que el comportamiento del material de referencia
certificado sea muy diferente al de las muestras fortificadas, en particular debido a que se
encuentra adsorbido de forma natural a la matriz de sedimento por un tiempo mucho mayor.
El proceso de extraccidén de muestras fortificadas no opera de la misma forma, el tiempo que
el plaguicida est4 en contacto con la matriz de sedimento es mucho menor y el proceso no
ocurre de forma natural, sino por la adicion deliberada de los compuestos. De ser asi, esto
representa una desventaja para la técnica, dado que la extraccién deberia de realizarse para
cada intervalo 6ptimo lo que duplicaria el esfuerzo y el nimero de extracciones realizadas.

Tabla 15. Concentraciones detectadas en el sedimento de referencia certificado New
York/New Jersey 1944 (NIST, 2011).

Compuesto  Concentracion  Concentraciéon  Recuperacion  Intervalo de la RSD
reportada determinada promedio recuperacion
por HS-SPME

[ng/g] [ng/g] [%] [%] [%]
a-HCH 2+0.3 0 0 0 0
p,p’-DDT* 170 £ 32 116 68 57-84 9.24
p,p’-DDE 86+ 12 29 33 39-29 11.30
p,p’-DDD* 108 £ 16 124 114 100-134 12.66
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Los resultados de la prueba de recuperacion en las muestras enriquecidas de sedimento
(seccion 4.4.1), se muestran en la Tabla 16. En la concentracion 1, el porcentaje de
recuperacion de los plaguicidas se encuentra entre los valores de 53.67% y de 246%, con una
repetibilidad RSD de 5.59% a 122.83%. En el Intervalo 2, el porcentaje de recuperacion de
los plaguicidas se encuentra en el intervalo de 47.82% a 135.94%, con una RSD de 3.88% a
30.43%. En el Intervalo 3, el porcentaje de recuperacion de los plaguicidas se encuentra en
el intervalo de 18.18% a 162.73%, con una RSD de 4.12% a 52.03%.

Si bien el promedio total de la recuperacion de los analitos es de 102.9%, y la precision de
19.6%, no todos los compuestos se encontraron dentro de los limites recomendados. Solo los
compuestos TCMX, a-HCH-D6, B-HCH, A-HCH, y-HCH, heptacloro, aldrin, epdxido de
heptacloro, p,p’-DDE y dieldrin, se encontraron dentro los valores recomendados entre 70 y
120%; con una RSD <20% (FDA, 2001; SANCO, 2010; Thompson, Ellison, y Wood, 2002).
Los compuestos restantes no cumplieron con los criterios recomendados, ya sea porque el
porcentaje de recuperacion no es suficiente, o porque su RSD posee un valor superior al 20%.
En algunos casos, la RSD puede llegar hasta un 122%, en particular en el intervalo de
concentraciones mas bajo (Tabla 16). Es importante mencionar que se observd un
comportamiento muy diferente en esta prueba, a comparacion de lo observado en el proceso
de optimizacion de la extraccion realizado con el sedimento de referencia certificado. Por
ejemplo, la variabilidad de los resultados fue menor que la observada en las pruebas de
recuperacion; lo cual puede explicarse porque en el sedimento de referencia certificado los
plaguicidas se encuentran ligados a la matriz de forma natural y por un periodo prolongado
de tiempo, desde 1944, afio en el que este material fue colectado (NIST, 2011). Cuando se
fortifican las muestras blanco de sedimento con la solucién de estandar interno y surrogado,
no se logra ligar los compuestos tan fuertemente a la matriz, como en el sedimento de
referencia, debido a que no existe el mismo nimero de sitios activos a causa del bajo
contenido de materia organica (0%), tampoco transcurre el tiempo suficiente como para que
ocurra un proceso similar al que ocurriria con las muestras ambientales. Gao et al., (1998)
sefiala que entre 30 y 70% del total de los plaguicidas agregados a una matriz, se adsorben
en las primeras cuatro horas, mientras que el resto se realiza de una forma muy lenta en un
periodo muy largo de tiempo. Por lo tanto, la evaluacion realizada podria dar una sobre
valoracion de la eficiencia de la extraccion, de la misma forma que también elevara la
variabilidad en las mediciones (Magnusson, 2014).
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Tabla 16. Resultados de la prueba de recuperacion en tres niveles de concentracién.

Concentracion 1

Concentracion 2

Compuesto RSD Rec RSD Rec
[%0] [%0] [%] [%]

TCMX* 5.59 112.71 £1.99 6.32 81.70+2.31
a-HCH-D6* 7.25 107.80 + 2.47 453 82.34 + 1.67
a-HCH 7.34 106.20 + 2.47 3.88 78.08 +1.35
B-HCH* 7.69 114.95+ 2.80 10.48 82.16 + 3.85
A-HCH 8.49 113.26 + 3.04 8.07 78.33+2.83
y-HCH 9.89 118.06 + 3.69 10.97 77.13+3.79
Heptacloro 17.69 95.98 + 5.37 14.39 47.82+4.73
Aldrin* 9.46 99.77 +2.98 21.57 74.65 +£3.53
Epoxido de heptacloro 8.35 103.94 £ 2.74 14.16 67.08 £4.25
Endosulfan | 122.83 53.67 + 20.85 31.54 33.14+4.68
p,p-DDE 8.30 107.71 +2.83 18.02 62.29 + 5.02
Dieldrin 7.32 108.28 +2.51 22.25 60.25 + 6.00
Endosulfan 11 16.35  203.19 +£10.50 28.82  105.41+13.58
Endrina 24.18  276.90 +21.17 23.15 11153+11.55
p,p'-DDD 12.62 246.35+9.83 2559  135.94 +15.56
Aldehido de endrina 120.49 195.17 £75.36 22.17 87.79+£11.85
p,p-DDT 9.40 119.59 + 3.56 30.43 75.75+ 10.31
Sulfato de endosulfan 11.19 104.95 +3.71 27.92 81.36 + 10.16
Metoxicloro 29.17  124.60+11.49 27.18 94.88 + 11.53
Promedio 23.35 132.27 18.10 78.33

* Valores dentro de los limites aceptables, n=6 (FDA, 2001; SANCO, 2010; Thompson et al.,

2002). Intervalos evaluados disponibles en Anexo Il, Tabla 19.

50




Tabla 17 (Continuacién). Resultados de la prueba de recuperacion en tres niveles de concentracion.

Concentracion 3 Promedio
Compuesto RSD Rec RSD Rec
[%6] [%6] [%6] [%0]

TCMX* 4.12 92.13+1.55 5.34 95.51+7.44
a-HCH-D6* 6.40 107.91 +2.82 6.06 99.35+6.94
a-HCH 7.56 162.73 £5.02 6.26 115.67 +£20.32
B-HCH* 8.84 87.16 +3.14 9.00 94.76 + 8.313
A-HCH 10.52 157.40 £ 6.76 9.03 116.33 + 18.68
y-HCH 7.76 55.27 £5.17 9.54 83.48 + 15.03.
Heptacloro 9.07 100.17 £3.71 13.71 81.32 +13.71
Aldrin* 8.20 106.32 + 3.56 13.08 85.05 + 14.77
Epdxido de heptacloro 8.54 106.41 £ 3.71 10.35 92.48 +10.39
Endosulfan | 28.42 149.46 £ 17.34 60.93 78.76 £ 29.27
p,p'-DDE 10.47 89.54 + 3.83 12.26 86.51 + 10.78
Dieldrin 9.81 105.11 +4.21 13.13 91.21 £ 12.66
Endosulfan 1l 13.19 129.29 + 6.96 19.45 145.96 + 24.03
Endrina 18.75 73.96 £ 5.75 22.03 154.13 +50.90
p,p'-DDD 37.00 100.58 £15.19 25.07 160.96 + 35.84
Aldehido de endrina 22.17 87.79 £ 7.95 54.94 123.58 +29.22
p,p'-DDT 35.68 94.37 £ 13.75 25.17 96.57 + 10.37
Sulfato de endosulfan 23.79 18.18 + 12.73 20.97 68.16 + 21.15
Metoxicloro 52.03 37.66 + 8.00 36.13 85.71 + 20.83
Promedio 18.00 93.29 19.60 102.92

* Valores dentro de los limites aceptables, n=6 (FDA, 2001; SANCO, 2010; Thompson et al.,
2002). Intervalos evaluados disponibles en Anexo Il, Tabla 19.

5.3 Presencia de los plaguicidas organoclorados en sedimento

El método de extraccion por HS-SPME, fue desarrollado para la deteccion de plaguicidas
organoclorados en sedimentos de la cuenca del rio Grande de Comitan. Se encontraron
residuos de plaguicidas en la tres temporadas analizadas, los residuos se encontraron en cinco
de los nueve sitios colectados, se detectaron tres plaguicidas en total: endosulfan I, sulfato de
endosulfan y p,p’-DDD; en un intervalo de concentraciones entre 2.73 y 6.03 ng/g (peso seco).
Se encontro la mayor cantidad de plaguicidas durante la temporada calida secas 5MB, que
corresponde al periodo de lluvias, donde la aplicacion de agroguimicos y las escorrentias
superficiales son mayores, sin embargo, no se encontraron diferencias estadisticamente
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significativas de la presencia de plaguicidas entre las tres temporadas ni entre los sitios
analizados.

En la temporada 4MB, se encontraron residuos de endosulfan I en el sitio RG6 (3.93 ng/g) y
sulfato de endosulfan en el sitio L1 (4.01 ng/g), lugar donde el rio tiene su desembocadura y
donde se depositan hasta 120,000 ton/afio de sedimentos, producto de la erosidn aguas arriba
(Alvarado, 2017).

En la temporada 5MB, se encontraron residuos de p,p’-DDD en el nacimiento del rio RGO
(2.73 ng/g) y sulfato de endosulfan en el sitio RG1 (5.27 ng/g), se encontraron residuos de
sulfato de endosulfan el sitio L1 (6.03 ng/g), esta es la concentracion mas alta que se encontro
en este trabajo, que coincide en el sitio con mayor sedimentacion y la temporada de lluvias
que ocurre de junio a octubre.

En la temporada 6MB, Unicamente se encontraron residuos de endosulfan | en el sitio RG4
(4.62 ng/g).

El endosulfan y su metabolito el sulfato de endosulfan, fueron los compuestos que mas se
detectaron en las muestras analizadas. De acuerdo con CICOPLAFEST (2004), el
endosulfan, al igual que el lindano (y-HCH) y el metoxicloro, son los unicos plaguicidas
organoclorados para los cuales su uso sigue siendo autorizado en México. Por lo tanto, la
deteccidn de este compuesto en el area de estudio puede deberse a su reciente aplicacion en
el sitio y no a su persistencia. El endosulfan grado técnico se compone de una mezcla de dos
estereoisdmeros, el endosulfan I, también llamado a-endosulfan en una proporcion del 70%
y el endosulfan 11 o -endosulfan en una proporcion del 30%. El endosulfan | es el compuesto
con mayor estabilidad de los dos, mientras que el endosulfan 11 gradualmente se convierte de
forma irreversible en endosulfan | a temperatura ambiente, razon por la que se podria explicar
por qué Unicamente se encontrd el isémero | en las muestras ambientales analizadas. La vida
media del endosulfan puede ir de dos meses en humedales tropicales (Laabs, et al., 2007)
hasta seis afios (IPAN, 2008), por lo que estos compuestos son clasificados como
Contaminantes Organicos Persistentes (t12 acuatica > 2 meses), (UNEP, 2009). El endosulfan
| es también el isomero con mayor grado de toxicidad; en mamiferos la LDso del endosulfan
I es de 76 mg/kg, a comparacién de 340 mg/kg para el endosulfan Il (Patocka et al., 2016).
Los efectos del endosulfan son ain mas graves cuando este se encuentra disuelto en agua, en
concentraciones por arriba de 0.3 pg/mL empiezan a producirse mortandades de peces
(IPAN, 2008).

El sulfato de endosulfan se origina por transformacién biologica (Anexo Il, Figura 21),
cuando el ion sulfito del endosulfan | es oxidado principalmente por la accion
microbioldgica, para formar el ion sulfato, en un pH neutro y en ausencia de materia organica
o0 de algun otro catalizador (Guerin, 2001; Walse, Scott, y Ferry, 2003). Este compuesto es
el mas abundante de los metabolitos del endosulfan y posee una vida media incluso mayor al
endosulfan I y Il (Sappington, Khan, y Steeger, 2007), lo cual lo hace un compuesto
recalcitrante, sobre todo si se considera el efecto de “persistencia conjunta” (Fenner,
Scheringer, y Hungerbuihler, 2003) en el cual se considera la persistencia los plaguicidas y la
de sus metabolitos, lo cual eleva considerablemente la persistencia ambiental y su toxicidad
entre un 20 y 40% de las dosis (Weber et al., 2010).
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El p,p’-DDD es uno de los principales productos de la degradacion del DDT, este metabolito
se produce en condiciones anaerdbicas, posee caracteristicas fisicas y quimicas, muy
similares al DDT; como lipofilicidad, un proceso de secuestro muy fuerte con el carbono de
la materia organica, una vida media de entre 10 y 15 afios, que lo hace un compuesto
altamente persistente en ambientes naturales, que le da la capacidad de bioacumularse y
biomagnificarse (Herrera-Portugal et al., 2005; Zhang et al., 2011). La toxicidad del DDT y
su uso como plaguicida agricola fue muy amplio, en México ocurrié desde 1945 hasta 1990;
desde entonces se le dio un uso restringido para el cual unicamente podia ser utilizado por
las autoridades sanitarias para el control de la malaria. Desde 1998 este compuesto ha sido
sustituido en algunas ocasiones por plaguicidas piretroides, sin embargo, el DDT sigue siento
aun el plaguicida més usado en estas campafias sanitarias (Diaz-Barriga y Borja-Aburto,
2003), esto podria explicar la presencia de metabolitos del DDT en sitios con muy poca
actividad agricola, como en el sitio RGO, el cual se ubica en la parte mas alta de la cuenca y
la zona mas conservada en el area de estudio, en este lugar no existen actividades agricolas
importantes, por lo que la deteccion de este compuesto podria deberse a que ha sido utilizado
para el control de la malaria. La relacion entre p,p’-DDT / p,p’-DDE es comUnmente utilizada
como un indicador del tiempo de aplicacion del DDT, sin embargo, debido a que no se
encontraron residuos de los compuestos DDE y DDT, no podemos concluir que el tiempo de
aplicacion, sin embargo, existen reportes sobre el posible ingreso de estos plaguicidas por la
frontera sur con Guatemala (Alegria et al., 2006)

En la Figura 11, se muestran los resultados de esta investigacion, lo cuales coinciden con
trabajos similares efectuados en el estado de Chiapas, por ejemplo: Hernandez-Romero et
al., (2004), detectaron DDD Yy endosulfan | en concentraciones entre 247.9 y 814.5 ng/g en
sedimentos de la laguna costera Pozuelos-Murillo. Castro-Castro (2002) encontrd al sulfato
de endosulfan como el plaguicida mas frecuente y DDD como el plaguicida con las
concentraciones mas altas en sedimentos en la laguna Pampa El Cabildo, de la misma forma
qgue Gonzalez (2000). En estos casos no se observa la presencia de DDT, pero si de sus
metabolitos. En ninguno de los casos se encuentra endosulfan 1l en las muestras analizadas
(Hernandez-Romero et al., 2004).

Los resultados observados van de acuerdo con lo reportado por Gonzélez-Farias et al., (2002)
en sedimentos de una laguna costera del norte del pais, en los cuales el analisis de la relacion
del plaguicida y sus metabolitos, muestra que la relacion del endosulfan | y sus metabolitos
demuestra una reciente aplicacidon, mientras que para el DDT y sus metabolitos la relacion
indica una aplicacion afios atrés.
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Figura 11. Presencia de los plaguicidas organoclorados en sedimentos de la cuenca del rio
Grande de Comitan, Chiapas.

En la Figura 12 se muestra un corte longitudinal del rio Grande de Comitan, en la cual se
puede observar el decremento en la pendiente del rio a partir del sitio RG3, por lo que en los
sitios RG4 y RG6 se esperaria una mayor concentracion de los plaguicidas, debido a un mayor
depdsito de sedimentos ya que estos sitios se encuentran en areas con gran cantidad de
actividades agricolas (Alvarado, 2017). Sin embargo, no se detectaron residuos de estos
compuestos, solamente en los sitios aguas abajo RG5 y L1.
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Figura 12. Ubicacion de los puntos de muestreo en un corte longitudinal del rio Grande de
Comitan, Chiapas (elaboracion propia, con datos vectoriales de INEGI, 2015b).

5.4 Contenido de materia organica y cantidad de plaguicidas

El proceso de adsorcion de plaguicidas al sedimento es complejo, existe una relacion muy
fuerte entre el contenido de materia organica en los sedimentos y su capacidad para adsorber
compuestos no orgénicos. En sedimentos con contenido de materia orgénica superiores al
5%, el principal proceso de adsorcion de los plaguicidas es por medio de la materia organica
(Spark y Swift, 2002). Los sedimentos analizados poseen un contenido de materia organica
en un intervalo entre 7.83% y 37.70%. Un contenido de materia organica en este intervalo
puede dificultar la extraccion de los plaguicidas, en particular, la de los compuestos con
caracteristicas hidrofdbicas, de acuerdo con Khan y Schnitzer (1972), 100 g de acidos
hdmicos pueden retener hasta 2 g de compuestos hidrofébicos por el proceso de adsorcion.
Por lo tanto la capacidad de adsorcién de los sedimentos aumenta, a medida que el material
hdimico madura y se condensa molecularmente, en este proceso los grupos funcionales
tienden a dividirse, incrementando su aromaticidad (Evans, Gill, y Robotham, 1990). Por lo
tanto la cantidad de plaguicidas adsorbidos tiene una correlacion inversamente proporcional
a su solubilidad en agua y directamente proporcional al contenido de materia organica en el
sedimento (Gao et al., 1998). En la Figura 15 se muestra el contenido de materia organica
calculado por medio de la técnica de LOI en los sitios de muestreo durante las tres temporadas.
Cabe mencionar que esta técnica puede sobreestimar la cantidad de materia organica debido
a (i) la remocion de H»O higroscépica, intercristalina y de los minerales arcillosos, (ii) debido
a la liberacion de CO. proveniente de carbonatos CaCOs y CaMg(COs)., (iii) debido a la
remocion de H20 en los grupos hidroxilo de los sesquidxidos y (iv) por la oxidacion de C
elemental como el del carbon vegetal (De Vos et al., 2005). En la Figura 13 se observa el
porcentaje de materia organica del sedimento colectado. Cabe mencionar la correspondencia
que esos resultados tienen con otros trabajos realizados en la zona, de acuerdo con Barajas
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(2017) en el sitio RG6 se puede observar que posee también lo valores mas bajos de los sitios
estudiados en cuanto al contenido de carbono organico total (COT) en agua, a pesar de que
este sitio se encuentra en la zona con mayor numero de areas de uso agricola y una de las
microcuencas con un mayor aporte de sedimentos de toda la cuenca del rio Grande de
Comitan (entre 3.31 y 9.08 ton/ha/afio) (Alvarado, 2017).
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Figura 13. Porcentaje del contenido de materia organica de los sedimentos en la cuenca del
rio Grande de Comitén.

Se realiz6 una prueba de correlacién de Spearman para evaluar si existe una correlacion entre
el contenido total de plaguicidas y el porcentaje de materia organica en las muestras. Las
areas de los plaguicidas detectados se sumaron para obtener el total de los plaguicidas por
cada muestra y esta se probd contra el porcentaje de materia organica. En esta prueba no se
encontro correlacion alguna (r = 0.0066, p-value = 0.9535), los resultados de esta prueba se
observan de manera grafica en la Figura 14. Estas pruebas también se realizaron por
temporada de muestreo y por sitio de muestreo, sin encontrar alguna correlacion. Con estos
resultados se puede apreciar que la presencia o ausencia de plaguicidas no depende del
contenido de materia orgénica en el sedimento. Un alto contenido de materia orgéanica eleva
la probabilidad de detectar una mayor cantidad de plaguicidas, debido a que la materia
organica provee de sitios en los cuales estos compuestos se pueden adsorber. Sin embargo,
se detectaron plaguicidas en los sitios con el menor contenido de materia organica (RG6), asi
como en los sitios con el mayor contenido de materia organica (RG1), por lo que la deteccién
de estos compuestos no esta relacionada Gnicamente con la capacidad de adsorcidn que tiene
cada sitio, debido al contenido de materia organica, sino que existen otras variables que
intervienen en el proceso.
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Figura 14. Correlacion de Spearman entre el porcentaje de materia organica y
la cantidad de plaguicidas en cada muestra.

Esta misma prueba también se utiliz6 para evaluar la adsorcion del estandar interno y el
surrogado a la materia organica de las muestras. A todas las muestras se les agreg6 la misma
cantidad de estandar interno y de surrogado, sin embargo, la extraccion de estos compuestos
vario considerablemente en las muestras analizadas. Como se observa en la Figura 15, la
extraccion del TCMX varia en las muestras analizadas, como es el caso del sitio RG6, el cual
es el sitio con el menor contenido de materia organica, pero también el sitio con el mayor
promedio en la extraccion del TCMX. Estos resultados podrian darnos una idea de que en este
sitio no existen suficientes sitios activos que adsorban el compuesto y que por lo tanto esto
daria como resultado una extraccién muy alta (temporada 5MB). Sin embargo, estos datos no
son consistentes al realizar la prueba de correlacién de Spearman, no se encontré correlacion
entre estas dos variables (r= 0.0079, p= 0.48) (Figura 16). Los sitios RG4 y RG5 poseen
niveles similares de contenido de materia organica que el sitio RG6 (Figura 13), sin embargo,
la extraccion del TCMX no es mayor en estos sitios, lo cual indica que, si bien la correlacion
entre la materia organica y la capacidad de adsorber los plaguicidas existe y esta comprobada
(van der Werf, Hayo M. G., 1996), al menos no es el proceso dominante en la adsorcion de
estos compuestos (Figura 16). Este mismo efecto se puede observar en el analisis entre la
correlacion entre el porcentaje de materia organica y la extraccion del a-HCH-D6 (r=-0.28, p=
0.012) (Figura 17).
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Figura 15. Extraccion del surrogado TCMX adicionado a las muestras ambientales.
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Figura 16. Correlacion de Spearman entre el porcentaje de materia organica y la
concentracion de la extraccion de TCMX en cada muestra [ng/g].
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Figura 17. Correlacién de Spearman entre el porcentaje de materia organica y la
concentracion de extraccion del surrogado a-HCH-D6 [ng/g].

Por medio de estos resultados, se verificd la capacidad del método para analizar muestras
ambientales, también fue posible evaluar la capacidad de este método para analizar residuos
de plaguicidas en niveles de concentracion menores que el sedimento de referencia
certificado. La implementacion de este método ofrecio resultados confiables sobre los
procesos de contaminacion ambiental por plaguicidas que ocurren en la cuenca del Rio
Grande de Comitan. En particular en un sistema que posee alta heterogeneidad, con aportes
producto de la erosion del sistema Kkarstico, las actividades humanas y las caracteristicas
sedimentologicas del lugar (Seccion 2.4).

5.5 Costos

En la Tabla 17 se muestra el analisis de costos realizado para la técnica de extraccion HS-
SPME Yy su comparacién con otros métodos de extraccion. Estos calculos se realizaron sin
incluir el costo del analista ni de otro tipo de gastos indirectos. En ésta se observa que a pesar
del alto costo que tienen las fibras de SMPE, el costo del andlisis se compensa con la cantidad
de extracciones que se pueden realizar con cada fibra (n = 100). Por lo que este método se
encuentra en un intermedio entre el costo de la extraccion asistida por microondas MAE-SPE
y la extraccion liquido liquido LLE.
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Tabla 18. Costos por andlisis de muestra bajo diferentes métodos de extraccion

Tipo de extraccion Costo (M.N.)
LLE $18.98
MAE-SPE $56.31
HS-SPME $35.66
HF-LPME (un paso)! $1.44

IMarbén, 2014
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CAPITULO 6. CONCLUSIONES

e Se determinaron concentraciones de los plaguicidas organoclorados en las muestras de
sedimento de la cuenca del rio Grande de Comitan, la distribucion espacio-temporal de
los compuestos se encuentra ilustrada en la Figura 11.

e Selogro establecer un analisis MRM con el GC/MS-QQQ, lo cual implic6 una gran cantidad
de variables por controlar para poder establecer un analisis cualitativo y cuantitativo para
los plaguicidas organoclorados del presente trabajo. Este método posee grandes ventajas,
por ejemplo, determinar los compuestos en niveles de concentracion muy bajos y una gran
selectividad en los compuestos a analizar. La identidad de los compuestos se comprobd
de tres formas: analizando el tiempo de retencidén (TR), la prevalencia de los iones
principales del compuesto y las transiciones entre los iones precursores y los iones
productos a determinadas energias de colision.

e La técnica HS-SPME cumplié con los criterios de validacion s6lo para cinco de los 19
compuestos estudiados. Los compuestos TCMX, a-HCH-D6, a-HCH, A-HCH y aldrin
tuvieron un RSD < 20%, una linealidad con coeficientes de correlacidn superiores a 0.995,
un LOD de hasta 0.00047 pg/L y una recuperacion superior al 85.05%. Las sefiales
obtenidas mediante el analisis por GC, fueron simétricas y de resolucion mayor a 3. Aln
cuando el método tiene varias deficiencias, comparado con métodos méas robustos, como
son SPE y MAE-SPE; en particular al establecer un analisis cuantitativo con curvas de
calibracion realizadas con el método completo de extraccion; el método aqui propuesto es
una buena alternativa a las técnicas convencionales, en particular por la rapidez, el bajo
consumo de reactivos y el grado de automatizacion que posee, por lo que puede ser
utilizado como un método rapido en el analisis cualitativo y cuantitativo de plaguicidas
organoclorados en matrices complejas.

e Se encontraron residuos de plaguicidas organoclorados en el 22.22% de las muestras de
sedimento analizadas. La distribucion espacio temporal y los valores de concentracion
determinados no constituyen ningun riesgo a la salud publica, tampoco superan los valores
recomendados para la conservacion de la vida acuatica.

e Se determiné el contenido de materia organica mediante la técnica de LOI, obteniendo
valores en los intervalos entre el 2.65 y el 37.69%, los sitios con contenido méas bajo de
materia organica se encontraron en la zona media del rio, (RG6, RG4 y RG5). En las pruebas
estadisticas realizadas no se encontrd relacion alguna entre el contenido de materia
organica y la presencia de los plaguicidas. Tampoco se encontrd correlacion entre el
contenido de materia organica y la adsorcién del ISTD y el surrogado.

e El endosulfan es el unico plaguicida detectado cuyo uso no se encuentra prohibido en
México (DOF, 1991; IPAN, 2008). Sin embargo, si lo es en més de 55 paises alrededor
del mundo. Se encontrd evidencia de su reciente aplicacion en la zona, ya sea por la
deteccion del compuesto o uno de sus metabolitos. De los plaguicidas detectados el
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endosulfan estuvo presente en el 86% de las veces en las muestras ambientales.

La técnica de extraccion HS-SPME, en combinacion con el método de analisis MRM
realizado por medio de un GC/MS-QQQ, ofrece ventajas considerables que la hacen viable
como una alternativa de analisis rapido y confiable de plaguicidas semi volatiles en
sedimento. El andlisis por este método ha demostrado estar a la par con otras técnicas de
extraccion en cuanto al limite de deteccion y su capacidad para establecer un analisis
cuantitativo. La implementacion de este método es también viable desde el punto de vista
econdmico, pues a pesar de que el costo de las fibras de SPME es alto, el costo total del
andlisis disminuye por la cantidad de extracciones que se pueden realizar con una misma
fibra, ademéas del ahorro que se produce al no necesitar disolventes o algun otro
implemento. Una de las caracteristicas mas notables de este método es la de su simpleza,
la cual es posible que permita realizar extracciones exitosas sin alguna modificacion
especial en diferentes tipos de matrices ambientales, como pueden ser: suelo, vegetales o
tejidos animales; siempre y cuando se mantenga la condicién de haberlos liofilizado
previamente. EXxiste una gran cantidad de aspectos de este método que aln se pueden
explorar en futuros trabajos, por ejemplo: la capacidad que este tiene para extraer una
mayor diversidad de compuestos, en particular, las de de compuestos volatiles o semi
volatiles ademas de los plaguicidas organoclorados, tales como hidrocarburos aromaticos
policiclicos (HAP) y policlorobifenilos (PCB), los cuales actualmente son de gran
relevancia y de interés ambiental, debido a su persistencia, bioacumulacion y su capacidad
para comportarse como disruptores enddcrinos. Sin embargo, pese a todas las ventajas que
la técnica propuesta en este trabajo ofrece, existen aun dudas por explorar; en particular
en torno al establecimiento de un analisis cuantitativo, debido a que no siempre se reporta
en la bibliografia la forma especifica en que se realiz6. Otro aspecto que resulta interesante
de explorar, es el papel que juega la materia orgénica y las caracteristicas
sedimentoldgicas en los procesos de adsorcion y conocer mas a fondo el tipo de relacién
que existe entre la materia orgéanica y los procesos de adsorcién de estos contaminantes
organicos.
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ANEXO I. GLOSARIO

Analito: La especie quimica que se esta investigando mediante el desarrollo y aplicacion de
un método analitico.

Estandar interno: Sustancia que se usa como referencia en un andlisis cuantitativo, el
estandar interno se mezcla primero con la solucion de calibracion, después este se
adiciona a la muestra problema, la relacion de areas o alturas del estandar interno y el
analito se utiliza para llevar a cabo un andlisis cuantitativo.

Headspace: Esta técnica fue descrita por primera vez por Swinnerton, Linnenbom y Cheek
(1962), los compuestos de interés se separan de la muestra, haciendo que pasen a la fase
vapor, generalmente se realiza calentando la muestra y aprovechando la volatilidad o
semi volatilidad de los compuestos a analizar.

Limite de deteccion: LOD 0 Limit of detection, cantidad minima detectable, cantidad de
muestra que produce una sefial del doble de la linea base.

Linea base: La sefial constante producida por el ruido de fondo del instrumento,
comunmente representado como una linea en el cromatograma.

Linealidad: La proporcionalidad entre la respuesta del detector y la concentracion del
analito; se debe tener un coeficiente de regresion cercano 0.99.

Microwave Assisted Extraction (MAE): Extraccion asistida por microondas, descrita por
primera vez por Ganzler et al. (1986), utiliza disolventes en la extraccion de compuestos
organicos, utiliza radiaciones electromagnéticas para romper compartimentos o enlaces
entre moléculas y asi provocar la desorcion de los compuestos de la matriz ambiental.

Sesquidxido: Es un Oxido que contiene tres atomos de oxigeno con dos atomos de otro
elemento; comdnmente los sesquidxidos contienen un metal en estado de oxidacion 3+,
como Al203, Fe203 0 La;0s.

Solid Phase Micro Extraction (SPME): Descrita por primera vez por Pawliszyn et al.
(1989) micro extraccion en fase solida; es una técnica de extraccion miniaturizada en la
cual los compuestos se adhieren a una fibra seleccionada por procesos de adsorcion, esta
fibra es capaz de entrar en el puerto de inyeccién del cromatografo para desorber los
compuestos en dicho lugar.

Surrogado: Compuesto de naturaleza quimica similar a los analitos de interés, con muy poca
o0 casi nula probabilidad de que se encuentre en el ambiente. Este compuesto se agrega
para medir la eficiencia del proceso de extraccidn, generalmente se trata de compuestos
deuterados.

Tiempo de retencién: TR, tiempo transcurrido entre la introduccion de la muestra y el

maximo de respuesta.
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ANEXO II.

TABLAS Y FIGURAS COMPLEMENTARIAS.

Tabla 19. Normas Oficiales Mexicanas que involucran el uso de plaguicidas, tomado de
Ortiz et al. (2013).

Tipo de norma Norma Oficial

Mexicana

Objetivo

Toma de muestra
Ecoldgicas
(SEMARNAT,
INE)

Sanitarias (SSA)

Zoosanitarias
(SAGARPA)

Fitosanitarias
(SAGARPA)

NOM-AA-105-1988.
NOM-090-ECOL-1994

NOM-052-ECOL-1993

NOM-052-SEMARNAT-
2005

NOM-044-SSA1-1993
NOM-045-SSA1-1993

Proyecto de NOM-058-
SSA1-1993

Proyecto de NOM- 043-

SSA1-1993
NOM-232-SSA1-2009

NOM-021-ZO0-1994

NOM-028-Z00-1995
NOM-028-Z00-1994

NOM-032-FITO-1995

NOM-033-FITO-1995

NOM-036-FITO-1995
NOM-050-FITO-1995
NOM-052-FITO-1995

Proyecto de NOM-051-
FITO-1995

NOM-057-FITO-1995

Determinacion de residuos en suelo. Método de toma de muestras
Establece los requisitos para el disefio y construccion de los receptores
agroquimicos.

Establece las caracteristicas de los residuos peligrosos, el listado de los
mismo Yy los limites que hacen a un residuo peligroso por su toxicidad al
ambiente.

Cataloga a los plaguicidas en el “Giro 6, plaguicidas y herbicidas”.
Debido a la complejidad estructural de estos compuestos y a sus
caracteristicas intrinsecas, algunos plaguicidas pueden ser catalogados
como sustancias peligrosas.

Establece los requisitos para contener plaguicidas, Envase y embalaje.
Establece el etiquetado de plaguicidas, Productos para uso agricola,
forestal, pecuario, de jardineria, urbano e industrial.

Se establecen los requisitos sanitarios para los establecimientos que
fabrican y formulan plaguicidas y fertilizantes y que procesan
substancias toxicas o peligrosas.

Relativa al almacenamiento de plaguicidas.

Establece los requisitos, indicaciones y caracteristicas que deben cumplir
el envase, embalaje y etiquetado de plaguicidas, tanto técnicos como
formulados y en sus diferentes presentaciones, a fin de minimizar los
riesgos a la salud de los trabajadores ocupacionalmente expuestos y de la
poblacion en general, durante su almacenamiento, transporte, manejo y
aplicacion.

Estableces el andlisis de residuos de plaguicidas organoclorados y
bifenilos policlorados en grasa de bovinos, equinos, porcinos ovinos y
aves por cromatografia de gases.

Para los residuos de plaguicidas organofosforados en higado y musculo
de bovinos, equinos, porcinos, ovinos, caprinos, cérvidos y aves.
Estableces el limite maximo de residuos toxicos en alimentos de origen
animal.

Establece los requisitos y especificaciones fitosanitarias para la
realizacion de estudios de efectividad biolégica de plaguicidas agricolas
y su dictamen técnico.

Establece los requisitos y especificaciones fitosanitarias para el aviso de
inicio de funcionamiento que deberan cumplir las personas fisicas y
morales interesadas en comercializar plaguicidas agricolas.

Establece los criterios para fungir como laboratorios de diagndstico.
Establece los requisitos y especificaciones fitosanitarias para efectuar
ensayos en campo para el establecimiento de limites maximos de
residuos de plaguicidas en productos agricolas.

Establece los criterios para realizar una adecuada aplicacion de
plaguicidas por medios aéreos.

Establece los requisitos y especificaciones fitosanitarias para el manejo
de plaguicidas agricolas cuya adquisicion y aplicacion esta sujeta a la
recomendacion escrita de un profesional fitosanitario.

Establece los requisitos y especificaciones fitosanitarias para emitir el
dictamen de andlisis de residuos de plaguicidas.
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Higiene y SeguridadNOM-003-STPS-1999
Industrial (STPS)

NOM-010-STPS-1993

Transporte (SCT) NOM-002-SCT2-1994
NOM-003-SCT2-1994
NOM-004-SCT2-1994
NOM-004-SCT2-1994
NOM-005-SCT2-1994
NOM-006-SCT2-1994
NOM-007-SCT2-1994
NOM-010-SCT2-1994
NOM-011-SCT2-1994
NOM-019-SCT2-1994

NOM-043-SCT2-1995

Regula las condiciones de higiene y seguridad para prevenir riesgosa los
trabajadores que desarrollan actividades agricolas por el manejo y uso de
plaguicidas.
Relativa a las condiciones de seguridad e higiene en los centros de
trabajo donde se produzcan, almacenen o manejen sustancias quimicas
capaces de generar contaminacion en el medio ambiente laboral.

Listados de las substancias y materiales peligrosos mas usualmente
transportados.

Caracteristicas de las etiquetas de envases y embalajes destinadas al

transporte de materiales y residuos peligrosos.
Sistema de identificacion de unidades destinadas al transporte de
materiales y residuos peligrosos.
Sistema de identificacion de unidades destinadas al transporte terrestre
de materiales y residuos peligrosos.

Informacion de emergencia para el transporte terrestre de substancias,

materiales y residuos peligrosos.
Aspectos basicos para la revision ocular diaria de la unidad destinada al
autotransporte de materiales y residuos peligrosos.
Marcado de envases y embalajes destinados al transporte de substancias
y residuos peligrosos.
Disposiciones de compatibilidad y segregacion para el almacenamiento y

transporte de substancias, materiales y residuos peligrosos.
Condiciones para el transporte de las sustancias materiales y residuos

peligrosos en cantidades limitadas.

Disposiciones generales para la limpieza y control de remanentes de
substancias, materiales y residuos peligrosos.

Documento de embarque de substancias, materiales y residuos
peligrosos.

Tabla 20. Intervalos de concentraciones usados para evaluar la recuperacion.

Compuesto Intervalo de Intervalo de Intervalo de
concentracion 1 concentracion 2 concentracion 3
[ng/g] [ng/g] [ng/q]

TCMX 1.0 6.4 16
a-HCH-D6 0.8 4.2 6.4
a-HCH 0.8 5.1 25.6
B-HCH 0.8 5.1 25.6
A-HCH 0.8 51 25.6
v-HCH 0.8 5.1 25.6
Heptacloro 0.8 5.1 25.6
Aldrin 0.8 5.1 25.6
Epoxido de heptacloro 0.8 5.1 25.6
Endosulfan | 0.8 5.1 25.6
p,p'-DDE 0.8 5.1 25.6
Dieldrin 0.8 5.1 25.6
Endosulfan 11 0.8 5.1 25.6
Endrina 0.8 5.1 25.6
p,p-DDD 0.8 5.1 25.6
Aldehido de endrina 0.8 5.1 25.6
p,p-DDT 5.1 25.6
Sulfato de endosulfan 5.1 25.6
Metoxicloro 5.1 25.6
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Figura 18. Efecto de la cantidad de sedimento en la extraccion de plaguicidas
organoclorados por un método de SPME con una temperatura de 70°C y un
tiempo de 60 minutos (Chang y Doong, 2006).
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Figura 19. Extraccion de compuestos a diferentes temperaturas con presiones
de vapor bajas (Chang y Doong, 2006)).
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Figura 20. Extraccion de compuestos a diferentes temperaturas con presiones de
vapor altas (Chang y Doong, 2006).

El Method Detection Limit based on blanks o MDLy (USEPA, 2016), es una forma de
calcular el limite de deteccion cuando los blancos producen valores numéricos. EI método se
calcula de acuerdo a la siguiente férmula (5):

MDL =X +t,.....S.

()

Donde:

MDL=Limite de deteccion del método basado en blancos.

X = Promedio de los resultados de blancos (usar cero si el promedio es negativo).
t(n-1,1-«00.99)= Valor t de una prueba de Student para el 99° percentil y una desviacion estandar
con n-1 grados de libertad.

Sh= Desviacion estandar de las réplicas de blanco.
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El Method Detection Limitgg, n-1) 0 MDLgog, n-1), (E. Bernal, 2014; USEPA, 2016). El limite
de deteccion se calcula de la por medio de la Formula (6).

(6) MDL — t 99 n-1 SELOQ/LLI\/lV

Donde:

MDL = Limite de deteccion del método.

t 99,n-1 = Valor t de una prueba de Student para el 99° percentil y una desviacion estandar con
n-1 grados de libertad.

SeLoqiLLmv = Desviacion estandar de las muestras fortificadas.

El limite de deteccion Lq (Currie, 1995) se calcula con la siguiente formula (7).

n-1
o L4 = 2'[a O

Donde:

L4 = Limite de deteccion.

2t = Se calcula cuando a = 3, lo que equivale a dos veces el valor del valor t de una prueba
de Student con n-1 grados de libertad

Oo = Desviacion estandar de las muestras blanco.

El error cuadratico medio o Root Square Mean Error, RMSE (Bernal, 2014), se calcula a
partir de una curva de calibracion. Se obtienen los valores de respuesta para cada nivel de
concentracion y se realiza una regresion lineal con la ecuacién de larecta y = mx + b. Con
los valores de pendiente (m) e interseccion (b), se calcula la respuesta predicha (yp), para cada
nivel de concentracion (x). Al valor de la respuesta predicha (yp) Con este valor, se calcula el
error asociado a cada medicién, restando el valor de la respuesta obtenida de forma
experimental (y) a la respuesta predicha (yp), de la siguiente forma (yp-y), el céalculo del
RMSE se realiza con la Férmula 8.

> )

n-2

© RMSE =
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Donde:

RMSE = Error cuadratico medio.

> (yp-y)? = Sumatoria del cuadrado de los errores asociados a cada medicion.
n = ndmero de muestras.
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oxidation hydrolysis
Cl
Cl Cl
(0]
Cl g o \ Cl / —Clon
=0
Cl S Cl
7N
Cl o O Cl OH

Figura 21. Formacion de los metabolitos del endosulfan 1y Il (Weber, 2010)
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Tabla 21. Guias internacionales para evaluar las concentraciones de plaguicidas
organoclorados en sedimento superficial y sus efectos sobre la vida acuatica.

CCME! NOAA?
Plaguicida Nivel de probable de efectos  Nivel umbral de  Nivel de efectos
adversos (PEL) efectos (TEL) severos (SEL)
a-HCH - - 100
B-HCH - - 210
y-HCH - 0.94 10
DDT 6.75 1.19 710
DDD 8.51 3.54 60
DDE 6.75 1.42 190
Dieldrin 6.67 2.85 910
Endrina 62.4 2.67 1300
Epoxido de heptacloro  2.74 0.6 50

Valores expresados en ng/g de sedimento.
!Canadian Council of Ministers of the Environment (Canadd) (CCME): Canadian sediment quality guidelines for the protection of aquatic
life. 2National Oceanic and Atmospheric Administration (EUA) (NOAA): Screening Quick Reference Tables.
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ANEXO Ill. TABLAS DE RESULTADOS

TCMX o-HCH-D6 o-HCH p-HCH A-HCH y-HCH  Heptacloro
Temporada _Sitio  [ng/g]  [ng/g] [ng/g]  [ng/g]  [ng/g]  [ng/g]  [ng/g]
4MB RGO 2.84 0.46 0.10 0.12 0.03 0.15 0.00
4MB RG7 1.62 0.28 0.09 0.12 0.03 0.15 0.00
4MB RG1 0.85 0.26 0.09 0.12 0.03 0.15 0.00
4MB RG2 1.79 0.41 0.09 0.12 0.03 0.15 0.00
4MB RG3 0.75 0.31 0.08 0.12 0.03 0.16 0.00
4MB RG6 5.36 1.45 0.08 0.13 0.03 0.15 0.00
4MB RG4 1.03 0.50 0.09 0.12 0.03 0.15 0.00
4MB RG5 1.06 0.48 0.09 0.12 0.03 0.15 0.00
4MB L1 3.54 1.27 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
5MB RGO 1.23 0.56 0.09 0.13 0.03 0.16 0.00
5MB RG7 221 0.65 0.09 0.13 0.03 0.16 0.00
5MB RG1 3.36 0.85 0.10 0.13 0.03 0.16 0.00
5MB RG2 1.06 0.30 0.09 0.12 0.03 0.15 0.00
5MB RG3 0.46 0.13 0.08 0.13 0.03 0.15 0.00
5MB RG6 17.93 6.57 0.16 0.13 0.04 0.16 0.00
5MB RG4 0.37 0.26 0.08 0.13 0.03 0.16 0.00
5MB RG5 241 0.75 0.09 0.13 0.03 0.15 0.00
5MB L1 4.45 1.17 0.10 0.12 0.03 0.16 0.00
6MB RGO 1.35 0.47 0.09 0.12 0.03 0.15 0.00
6MB RG7 2.42 0.45 0.09 0.12 0.03 0.15 0.00
6MB RG1 2.29 0.39 0.09 0.12 0.03 0.15 0.00
6MB RG2 1.11 0.33 0.09 0.13 0.03 0.15 0.00
6MB RG3 0.81 0.23 0.09 0.12 0.03 0.15 0.00
6MB RG6 0.88 0.46 0.08 0.13 0.03 0.15 0.00
6MB RG4 2.71 0.69 0.09 0.13 0.03 0.18 0.00
6MB RG5 2.51 0.50 0.09 0.12 0.03 0.15 0.00
6MB L1 0.73 0.24 0.09 0.13 0.03 0.15 0.00
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Endosulfan | DDE-p,p’ Dieldrin  Endosulfan Il Endrina DDD-p,p’

Temporada_Sitio [ng/g] [ng/g] [ng/g]  [ng/g] [ng/g]  [ng/g]

4MB RGO 0.03 0.10 0.10 0.00 0.10 0.01
4MB RG7 0.04 0.10 0.05 0.00 0.07 0.05
4MB RG1 0.04 0.10 0.12 0.00 0.14 0.05
4MB RG2 0.04 0.10 0.03 0.00 0.14 0.02
4MB RG3 0.20 0.16 0.10 0.00 2.28 0.09
4MB RG6 3.93 0.10 0.04 0.00 0.02 0.01
4MB RG4 0.03 0.10 0.03 0.00 0.00 0.01
4MB RG5 0.05 0.10 0.03 0.00 0.15 0.01
4MB L1 0.00 0.00 0.00! 0.00 0.00 2.57
5MB RGO 0.05 0.10 0.11 0.00 0.08 0.11
5MB RG7 0.10 0.10 0.05 0.00 0.44 0.08
5MB RG1 0.04 0.12 0.16 0.04 2.27 0.21
5MB RG2 0.02 0.10 0.03 0.00 0.00 0.01
5MB RG3 0.05 0.10 0.04 0.00 0.11 1.03
5MB RG6 0.06 0.11 0.04 0.00 0.25 0.03
5MB RG4 0.09 0.11 0.05 0.00 0.23 0.02
5MB RG5 0.04 0.10 0.06 0.00 0.04 0.01
5MB L1 0.04 0.11 0.04 0.00 0.15 0.02
6MB RGO 0.04 0.10 0.05 0.00 0.10 0.03
6MB RG7 0.04 0.12 0.08 0.00 0.12 0.03
6MB RG1 0.03 0.10 0.05 0.00 0.00 0.02
6MB RG2 0.06 0.10 0.04 0.00 0.05 0.02
6MB RG3 0.03 0.10 0.04 0.00 0.08 0.01
6MB RG6 0.05 0.12 0.05 0.00 0.16 0.03
6MB RG4 - 014 017 000  0.89 0.02
6MB RG5 0.02 0.10 0.04 0.00 0.00 0.01
6MB L1 0.03 0.10 0.05 0.00 0.00 0.01
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Aldehido de Sulfato de
DDD-p,p'  endrina DDT-p,p endosulfan  Metoxicloro
Temporada Sitio [ng/g] [ng/g] [ng/g]’ [ng/g] [ng/g]

4MB RGO 0.01 0.00 0.06 0.00 0.00
4MB RG7 0.05 0.00 0.06 0.00 0.00
4MB RG1 0.05 0.00 0.08 0.00 0.00
4MB RG2 0.02 0.00 0.06 0.00 0.00
4MB RG3 0.09 0.18 0.07 0.00 0.04
4MB RG6 0.01 0.00 0.06 0.00 0.00
4MB RG4 0.01 0.00 0.06 0.00 0.00
4MB RG5 0.01 0.00 0.06 0.00 0.00
4MB L1 0.01 0.00 0.00 4.01 0.00
5MB RGO 2.73 0.00 0.08 0.00 0.02
5MB RG7 0.08 0.00 0.16 0.00 0.02
5MB RG1 0.80 0.00 0.23 5.27 2.39
5MB RG2 0.01 0.00 0.06 0.00 0.00
5MB RG3 1.03 0.00 0.07 0.00 0.05
5MB RG6 0.03 0.00 0.06 0.00 0.00
5MB RG4 0.02 0.00 0.06 0.00 0.02
5MB RG5 0.01 0.00 0.06 0.00 0.00
5MB L1 0.02 0.00 0.06 6.03 0.00
6MB RGO 0.03 0.00 0.08 0.00 0.03
6MB RG7 0.03 0.00 0.07 0.00 0.01
6MB RG1 0.02 0.00 0.06 0.00 0.00
6MB RG2 0.02 0.00 0.07 0.00 0.91
6MB RG3 0.01 0.00 0.06 0.00 0.00
6MB RG6 0.03 0.00 0.07 0.00 0.00
6MB RG4 0.02 0.89 0.06 0.00 0.00
6MB RG5 0.01 0.00 0.06 0.00 0.00
6MB L1 0.01 0.00 0.06 0.00 0.00
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