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1. RESUMEN

El endrin es un pesticida organoclorado utilizado para el control de plagas en las
plantaciones de cafia de azucar, su prohibicion en El Salvador tuvo lugar a partir del afio
2000 a pesar que en paises como los Estados Unidos fue prohibido en el afio 1978, a raiz de
una serie de complicaciones en la salud de las personas.

Tomando en consideracion que muchos de los habitantes de San Luis Talpa no cuentan con
servicio de agua potable y se ven en la necesidad de abastecerse de agua proveniente de
pozos artesanales, se llevo a cabo la presente investigacion tomando muestras de agua en
Amatecampo, San Francisco Amatepe, Nuevo Eden, Santo Tomés, Valle Nuevo, El
Chaguiton, Sambombera; todos pertenecientes al referido municipio, para identificar la
posible presencia del endrin proveniente de actividades agricolas.

Para la validacion del método y analisis de la muestra, se utiliz6 como técnica analitica la
cromatografia de gases con detector de captura de electrones debido a su alta selectividad y
su gran sensibilidad frente a concentraciones trazas de este tipo de contaminante
medioambiental. La extraccion del analito de las muestras se llevd a cabo a través de una
extraccion liquido-liquido, utilizando como solvente hexano.

En el proceso de validacion del método se evaluaron pardmetros como limite de deteccidn,
limite de cuantificacion, linealidad, exactitud y precision, todo ello con el objetivo de
ofrecer un grado de confiabilidad en los resultados de las mediciones realizadas. Para la
determinacion de exactitud se utiliz6 como criterio las mediciones del porcentaje de
recuperacion en 6 dias de mediciones diferentes, obteniendo en promedio un 79% de
recuperacion en la extraccion del analito. La repetibilidad y reproducibilidad fueron
medidas como criterio de precision, reportando para la repetibilidad un porcentaje del
coeficiente de variacion del 3.49%, mientras que la reproducibilidad fue evaluada mediante
ANOVA de un factor, teniendo como resultado una diferencia no significativa en los 9 dias
de mediciones de muestras fortificadas. Se construyeron 2 curvas de calibracion diferentes,
obteniendo en cada caso coeficientes de correlacion superiores a 0.99 lo cual denota una
buena linealidad en el método utilizado, encontrandose a su vez que no existe diferencia
estadisticamente significativa entre las 2 curvas de calibracion medidas, mientras que el
limite de deteccion y cuantificacion fueron reportados como 0.33 pg/L y 1.01 pg/L,
respectivamente.

Las concentraciones de endrin encontradas en muestras de agua, se ubican por debajo de
los 0.6 pg/L de endrin, la cual representa el limite méximo permisible establecido en la
Norma Salvadorefia Obligatoria NSO 13.07.01:08 sobre agua potable, la evaluacion fue
realizada a través de una prueba de significancia estadistica entre la media experimental de
cada muestra y los 0.6 ug/L de endrin.



2. INTRODUCCION

La contaminacion del agua es un problema a nivel mundial que afecta tanto al ser humano
como al medio que lo rodea. Este tipo de contaminacién puede provenir de fuentes
naturales y/o antropogénicas, entre estas Ultimas figuran las descargas industriales y las
descargas domeésticas, las cuales durante muchos afios han sido factores determinantes en el
deterioro de la calidad del agua. Otra de las causas de contaminacion de mantos acuiferos
superficiales y subterraneos se deriva de las actividades agricolas y el uso de pesticidas
organoclorados para el mejoramiento de la produccion a través del control de plagas
(Organizacion de las Naciones Unidas para la Alimentacion y la Agricultura, 2013).

A pesar de los multiples beneficios que conlleva la utilizacion de estos agrogquimicos,
también se pueden enumerar una gran cantidad de efectos negativos que son producidos en
el ser humano, ya sea por ingesta o por contacto. La contaminacién del agua por este tipo
de pesticidas deriva de su alta persistencia en el medio ambiente; ademas son méas solubles
en los lipidos, por lo cual se transfieren con facilidad en la cadena trofica (Arrazcaeta,
2002).

La concentracion de pesticidas en el agua subterranea se ve influenciada por diversos
factores entre ellos se encuentran la cantidad de lluvia presente en el momento de la
aplicacion, la volatilidad del pesticida y el tipo de suelo, estos 3 factores determinan la
presencia de pesticidas en el agua (Tiryaki y Temur, 2010). En el Salvador, han sido
registrados numerosos casos de contaminacion por pesticidas organoclorados, los cuales
derivan de la aplicacion de estos para el mejoramiento de los productos agricolas.

Siendo el muestreo una parte fundamental de esta investigacion se realiz6 una revision de
los parametros a tomar en cuenta antes, durante y después del muestreo de aguas con el fin
de preservar la muestra y evitar que los analitos sean degradados y/o contaminados con
otras especies que afecten las mediciones, ya sean disminuyendo o aumentando las sefiales
producidas por el instrumento de medicién (Mejias y Jerez, s. f.). Se realiz6 una breve
descripcion de técnicas de extraccion de pesticidas organoclorados en aguas, entre ellas, la
Extraccion Liquido-Liquido (LLE) y Microextraccion en Fase Sélida (SPME).

El presente trabajo de investigacion tiene por finalidad identificar la presencia de endrin en
agua utilizada por los habitantes de San Luis Talpa, empleando una extraccion liquido-
liquido para la obtencion del analito a partir de las muestras acuosas. Debido a la alta
sensibilidad y selectividad presentada por la cromatografia de gases con detector de captura
de electrones, esta ha sido usada como técnica de medicion del endrin. Cuyos resultados
del analisis de muestras son respaldados mediante un proceso previo de validacion del
método, evaluando pardmetros como linealidad, limite de deteccion, limite de
cuantificacion, exactitud y precision. A su vez se hace una comparacion entre los valores
obtenidos mediante la medicion de muestras y el limite maximo permisible establecido en
la Norma Salvadorefia Obligatoria NSO 13.07.01:08 sobre agua potable.



3. JUSTIFICACION

El agua es un recurso indispensable para el ser humano, en nuestro cuerpo forma parte de
muchos procesos metabolicos y por lo tanto es indispensable su consumo. El agua para
consumo humano debe cumplir con parametros fisicos, quimicos y microbioldgicos; que
para el caso de El Salvador, son establecidos por la Norma Salvadorefia Obligatoria NSO
13.07.01:08 sobre agua potable (Ministerio de Salud, 2009).

Lastimosamente, la calidad del agua se ha visto disminuida significativamente a nivel
mundial. En El Salvador, la contaminacién del agua constituye uno de los principales
desafios socioambientales. ElI uso desmedido de agroquimicos es una fuente de
contaminacion de diversos sistemas medioambientales incluyendo entre ellos mantos
acuiferos superficiales y subterraneos.

San Luis Talpa en el departamento de La Paz, es un municipio dedicado a la produccion
agricola, en la actualidad se encuentran cultivos de cafia de azlcar, granos basicos y
hortalizas, para los cuales es necesaria la utilizacién de diversos tipos de pesticidas entre
ellos los organoclorados (Alcaldia municipal de San Luis Talpa, 2016). Debido a problemas
de salud presentados por pobladores de este municipio, el Ministerio de Salud (MINSAL)
en coordinacion con el Ministerio de Agricultura y Ganaderia (MAG) y el Ministerio del
Medio Ambiente y Recursos Naturales (MARN), procedieron a la realizacion de un estudio
sobre la presencia de pesticidas en suelos y aguas tomando como referencia un radio de
aproximadamente 500 metros desde las instalaciones de la ex planta formuladora
QUIMAGRO S.A de C.V, la cual durante muchos afios dej6 en abandono desechos de
pesticidas organoclorados, organofosforados y solventes utilizados para su formulacion
(MARN, 2013).

La presente investigacion estd orientada a extender el estudio hacia otras comunidades de
San Luis Talpa e identificar endrin en agua de pozos artesanales utilizada para el consumo
de los pobladores, cuya presencia afectaria negativamente la salud de las personas.

Algunos pesticidas organoclorados han sido identificados como productos quimicos que
alteran el sistema endocrino, por lo que se les conoce como disruptores endocrinos
(Hernandez, Parron, Requena, Alarcon y Lopez-Guarnido 2013). Por ejemplo, el endrin se
enlaza a los receptores de andrégenos lo cual provoca deficiencia en los niveles de
espermatozoides en los hombres y por consiguiente se puede producir infertilidad. Algunos
de estos pesticidas también han sido relacionados a la aparicién de cancer de mama, cancer
de prostata, dafios a higado, rifién y cerebro (Roig, Mnif, Hadj, Bouaziz, Bartegi y Thomas,
2011). Por lo que se vuelve de suma importancia su identificacion y cuantificacién tomando
en consideracion su persistencia en el medio ambiente y ademas el hecho de que estos
fueron prohibidos en El Salvador a partir del afio 2000.



4. OBJETIVOS

4.1 Objetivo general: Determinar endrin por cromatografia de gases, en muestras de agua
para consumo humano del municipio de San Luis Talpa.

4.2 Objetivos especificos:

4.2.1 Colectar muestras de agua utilizadas para consumo humano provenientes de pozos
artesanales en el municipio de San Luis Talpa

4.2.2 Extraer el endrin de las muestras de agua recolectadas, utilizando extraccién liquido-
liquido.

4.2.3 Cuantificar endrin, utilizando cromatografia de gases con detector de captura de
electrones, en el extracto proveniente de las muestras de agua.

4.2.4 Comparar los resultados obtenidos en el laboratorio con el Limite Maximo Permisible
del endrin en El Salvador establecido por la Norma Salvadorefia Obligatoria NSO
13.07.01:08 sobre agua potable.



5. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

El municipio de San Luis Talpa en el departamento de La Paz cuenta con una poblacion
dedicada mayormente a la produccién agricola que durante los afios 2011-2014 ha
presentado un elevado numero de casos de insuficiencia renal cronica (MARN, 2014).
Algunas instituciones internacionales como la Organizacién de las Naciones Unidas para la
Alimentacion y la Agricultura (FAO, por sus siglas en inglés) y la Organizacion Mundial
de la Salud (OMS) mencionan como posible desencadenante de insuficiencia renal a
algunos pesticidas organoclorados, sin embargo no se tienen evidencias concluyentes al
respecto.

Las actividades agricolas aunadas a la existencia de familias que no cuentan con agua
potable y se ven obligadas a abastecerse del recurso hidrico proveniente de pozos
artesanales colocan en un estado de vulnerabilidad a las personas frente a posibles
intoxicaciones causadas por la contaminacion del agua a partir de pesticidas utilizados en la
agricultura. De ahi su importancia en la realizacion de mediciones periddicas del endrin.



6. MARCO TEORICO
6.1 Antecedentes
Ex planta formuladora de pesticidas QUIMAGRO, S.A de C.V

El inmueble donde se localiza la ex planta formuladora de plaguicidas QUIMAGRO S.A de
C.V., segun registros del Ministerio del Medio Ambiente y otras instituciones involucradas
en el manejo de los desechos se encuentra ubicado en canton Loma del Gallo, kilometro 41
Y , carretera al Litoral, Jurisdiccion de San Luis Talpa. Departamento de La Paz.

En las bodegas al interior de las instalaciones se encontraron diversos plaguicidas y
productos quimicos de desecho, ingredientes activos y sustancias utilizadas en la
formulacién de pesticidas como el Toxafeno, el metil paration, el etil paration, sponto,
quimation y acetona.

En atencion a la denuncia de la Gobernacion Politica de La Paz, Proteccion Civil del
Departamento de la Paz y posterior seguimiento por parte de la Unidad del Medio
Ambiente y Salud de la Fiscalia General de La RepuUblica, se coordind la inspeccion
conjunta entre el MINSAL y MARN para atender el requerimiento de la fiscalia. Como
resultado de la inspeccion se verificd la existencia en el interior de las bodegas de la ex
planta Formuladora QUIMAGRO el almacenamiento de alrededor de 35 toneladas de
desechos de plaguicidas fosforados y clorinados, solventes usados en la formulacion, asi
como tierras contaminadas, envases vacios y otros desechos. El tipo de desechos
almacenados y la cantidad de los mismos se presentan en tabla 1 (MARN, 2013).

Tabla 1. Desechos almacenados en las bodegas de la ex planta formuladora de pesticidas
QUIMAGRO, S.A de C.V (MARN, 2013).

Tipo de desecho Cantidad en Toneladas
Etilparation y Metilparation 17.7
Toxafeno 3.8
Metamidofos y monocrotofos 2.3
Clordimeform 1.5
Quimation 0.2
Solventes (acetona, metil glicol y xileno) 3.9
Sponto 5.2
Total general 34.6

Tras la inspeccion del lugar, se vio la necesidad de la realizacion de la toma de muestras y
analisis de suelos y agua de los pozos artesanales a fin de determinar la existencia de
fuentes de contaminacion por plaguicidas provenientes de QUIMAGRO. EI primer
muestreo fue realizado en el periodo comprendido entre el 23 de mayo y 12 de julio del
2013. Los analisis fueron realizados en el Laboratorio de Control de Calidad de Plaguicidas
y Residuos MAG-OIRSA, utilizando espectrofotometria de masas y cromatografia de gases
con detector de captura de electrones cuyos resultados son mostrados en la tabla 2.



Tabla 2. Resultados del primer muestreo para el analisis de Toxafeno, plaguicidas
organofosforados y organoclorados (MARN, 2013).

Zona Resultados en Resultado en suelo
agua de pozos

Caserio Loma del Gallo,
colindante con la ex Planta No detectados No detectados
Formuladora QUIMAGRO

Colonia El Porvenir, a una
distancia promedio de 350

metros hacia el oeste de la No detectados No detectados
ex Planta Formuladora
QUIMAGRO

0.01ppm de Toxafeno

Areas de cultivos No detectado No se detectd presencia de
plaguicidas organofosforados ni
organoclorados.

0.08 — 0.88 ppm en suelo

Interior de ex Planta 0.003 ppm de Toxafeno en
Formuladora QUIMAGRO, No detectado sedimentos del rio Orcoyo
S.A.de C.V. No detecta presencia de plaguicidas

organoclorados ni organofosforados

Con el proposito de determinar una potencial contaminacidn por presencia de plaguicidas
en el agua, y tomando en consideracion que en el primer muestreo los resultados de
laboratorios no detectaron la presencia de Toxafeno, plaguicidas organoclorados ni
plaguicidas organofosforados; el dia 31 de julio de 2013, las autoridades correspondientes
procedieron a tomar una segunda muestra del agua de todos los pozos artesanales
localizados en las viviendas cercanas a la ex planta formuladora QUIMAGRO. Las
muestras recolectadas fueron trasladadas al Laboratorio del Control de Calidad de
Plaguicidas y Residuos (MAG - OIRSA), utilizando espectrometria de masas Yy
cromatografia de gases (MARN, 2013).

Dando como resultado en uno de los pozos artesanales una concentracion de 0.0012 ppb de
endrin cetona, que equivale a 1.2 x 10°° ppm de endrin cetona. Esta cantidad es sumamente
pequefia, pero es un indicativo de la degradacion del plaguicida endrina o endrin, que fue
una de las sustancias prohibidas en el afio 2000, por ser un plaguicida identificado como
altamente toxico. El nivel maximo de contaminante para la endrina en agua potable
establecido por la EPA es de 0.0002 miligramos de Endrina por litro equivalente a 2 x 10™
ppm de endrina (MARN, 2013).
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6.2 Generalidades
6.2.1 Descripcion del area de estudio

San Luis Talpa, es uno de los 22 municipios que forma parte del departamento de La Paz
(figura 1). Se ubica a 16 kilometros de la cabecera departamental y a 35 kilémetros de la
capital San Salvador, poseyendo una extension territorial de 187.9 Km?. De acuerdo con los
censos que maneja el Sistema Basico de Salud Integral (SIBASI) de Zacatecoluca del
MINSAL, para el afio 2003, la poblacién de San Luis Talpa era de 27,919 habitantes, de los
cuales, 16,307 son de la zona urbana (58.41%) y 11,612 son de la zona rural (41.59%). Es
un municipio dedicado a la produccion agricola (tabla 3), pecuaria, industrial y
agroindustrial. Segun el estudio, estado de desarrollo humano en los municipios de El
Salvador PNUD 2009 se estima que 820 hogares en la zona urbana y 1,137 en la zona rural
no cuentan con acceso al agua potable, por lo que toman el agua de pozos y fuentes del
lugar (Alcaldia municipal de San Luis Talpa, 2016).

San
Salvador

/ \
J
S —

Aeropueno
Intemacional

San Luls
Talpa

Puerto La
Unicn

Figura 1. Ubicacion del municipio de San Luis Talpa

Tabla 3. Cultivos producidos en el municipio de San Luis Talpa.

Producto Area utilizada (Mz)
Hortalizas 161.81
Frutas 257.83
Maiz 2062.00
Maicillo 248.00
Frijol 105.00
Canfa de azucar 3593.23

El suelo del municipio de San Luis Talpa cuenta con diversos usos, siendo la mayor
extension territorial utilizada como bosques y sembradios realizados por los pobladores de
la zona, aunque también hay utilizacion de suelo en aeropuertos, tal como se muestra en la
figura 2.
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1 Aeropuertos

Arboles Frutales

Areas Turisticas y Arqueoclogicas
Bosque Siempre Verdes

Boasque de Galeria

Bosqueoe do Mangla

Bosques mixtos semi caducifoleos
Cana de Arucar

Cultivos Anuales Asocimdos con Culivos
| Granos Basicos

Mosaico de Cultivos vy Pastos

| Otros Cultivos Irrigados

1 AL Eh R e | Pastos Cultivados

> Pastos Naturaies

Plantaciones do Boaquos Monoceospocifico
Playas,dunas y aronalos

Tejicdo Urbano Discontinuo

Terrenos Principalmente Agricolas pero o
Vagetacion asclarofila continental

Vagetacion Arbustiva Bajas

Vegetacion herbacea natural

Figura 2. Usos del suelo en el municipio de San Luis Talpa
6.2.2 Contaminacion del agua

El agua de consumo humano no debe ser un vehiculo de transmision de enfermedades, por
lo que es importante establecer parametros y sus Limites Maximos Permisibles (LMP) para
garantizar que sea sanitariamente segura, razon por la cual se ha definido el concepto de
agua potable como aquella agua apta para consumo humano y que cumple con los
parametros fisicos, quimicos y microbiologicos impuestos por diferentes normas a nivel
mundial. En el caso de El Salvador, estos pardmetros son establecidos en la Norma
Salvadorefia Obligatoria NSO 13.07.01:08 (MINSAL, 2009).

Segun la FAO la contaminacion del agua se define como la introduccion por el hombre en
el ambiente acuético (mares, rios y lagos) de elementos abidticos o bidticos que causen
efectos dafiinos o toxicos, perjudiquen los recursos vivos y constituyan un peligro para la
salud humana (Arrazcaeta, 2002). Estas impurezas pueden provenir de la degradacion
biolégica de sustancias organicas que producen 4&cidos grasos, carbohidratos e
hidrocarburos; de sustancias inorganicas como metales tdxicos, de material particulado
como arcillas y sedimentos y microorganismos como bacterias, virus y protozoos. Los
contaminantes quimicos corrientes son metales pesados como hierro, manganeso, plomo,
mercurio, arsénico, cobre, cinc; compuestos nitrogenados tales como amoniaco, nitrato y
nitrito y aniones como cloruro, fluoruro, sulfatos y silicatos (Vega, 2007).

Se estima que unos 663 millones de personas carecen de acceso inmediato a fuentes
mejoradas (aquellas en que se mantienen separadas, para uso humano, para uso de los
animales y la contaminacion fecal) de agua potable, mientras que el nUmero de personas sin
un acceso fiable a una agua de calidad lo suficientemente buena como para que resulte
segura para el consumo humano asciende a 1.88 millones, por lo menos, e incluso es
probable que sea significativamente mayor (Organizacion de las Naciones Unidas para la
Educacion, la Ciencia y la Tecnologia, 2016).
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6.2.3 Contaminacion del agua en El Salvador

La contaminacién del agua se profundizo durante las Gltimas décadas y pasé a constituir un
problema generalizado para la poblacién y los ecosistemas. Los vertidos domésticos e
industriales, asi como la disposicién inadecuada de desechos solidos en diversos territorios
del pais y la aplicacién de agroquimicos y pesticidas en la agricultura son fuente
permanente de la contaminacion del agua (Cuéllar, 2001). Para realizar la calificacion de la
calidad de agua de los rios en relacién a su condicion para permitir el desarrollo de la vida
acuética, el MARN hace uso del indice de Calidad de Agua General (ICA) (MARN, 2014).

Tabla 4. Evaluacion de la calidad de rios en El Salvador 2006- 2013 (MARN, 2014).

Calidad Porcentaje de sitios

del agua | 2006 2007 2009 2010 2011 2013
Excelente | 0% 0% 0% 0% 0% 0%
Buena 17% 3% 0% 2% 12% 5%
Regular 50% 45% 60% 65% 50% 73%
Mala 20% 46% 31% 27% 31% 17%
Pésima 13% 6% 9% 6% 7% 5%

La evaluacion de la calidad de los rios en los Gltimos afios muestra que el mayor porcentaje
de rios evaluados presenta una calidad de agua calificada como regular (tabla 4).

Durante el 2015, en relacion a las aguas superficiales, lo mas caracteristico es que hay una
destacable contaminacion bacteriolégica en la mayor parte del pais. También hay elevadas
concentraciones de fenoles y orto fosfatos, otros indicadores de tipo antropogénico.
Asimismo en el afio 2015, se han medido plaguicidas en agua, concretamente del tipo
organoclorados, organonitrados, carbamatos y glifosatos, en los sitios que tienen contacto
con la agricultura, sin embargo las concentraciones medidas se sitlan por debajo de los
limites recomendados por la EPA para actividades piscicola y la OMS para consumo
directo (MARN, 2015).

6.2.4 Pesticidas

Una de las definiciones mas completas sobre pesticidas, es la propuesta por la FAO en
1986, la cual establece que un plaguicida es una sustancia o mezcla de sustancias,
destinadas a destruir, prevenir, o controlar cualquier plaga, incluyendo los vectores de
organismos causantes de enfermedades humanas o de los animales, las especies no
deseadas de plantas o animales que causan perjuicio o que interfieren de cualquier otra
forma en la produccion, elaboracién, almacenamiento, transporte o comercializacién de
alimentos, productos agricolas, madera, productos de esta o0 alimentos para animales (Calva
y Torres, 1998).

El uso de los plaguicidas se remonta hace miles de afios, cuando los sumerios o los chinos,
guemaban azufre para controlar a las plagas, o también para proteger a las manzanas de
ciertos gusanos que causan la putrefaccion de la fruta. Mientras que el surgimiento de la
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aplicacion masiva de los pesticidas coincide con la llamada era quimica, segun la base de
datos de la American Chemical Society, en 1993 se habian identificado més de trece
millones de productos quimicos a los que se le sumaban cada afio 500,000 compuestos.
Durante las ultimas décadas han ocurrido diversos cambios en cuanto al uso de la
proteccion quimica de los cultivos, y esta ha sido dirigida a la utilizacion de compuestos
menos toxicos y mas selectivos (Arrazcaeta, 2002).

En los Gltimos afios se esta llevando a cabo el uso de pesticidas microbianos, estos se basan
en el desarrollo de bacterias, virus y hongos que atacan a un grupo muy reducido y
especifico de insectos; por lo que en general resultan inofensivos para aquellos a los que no
va dirigido, seres humanos y vida silvestre en general. La especificidad de este tipo de
insecticidas se debe a que cada especie del mismo, es patdgena para un determinado grupo
de insectos, y afectara solo a los que se destina, disminuyendo drasticamente la poblacion
en un corto periodo. Dentro de las bacterias mas ampliamente estudiadas y utilizadas se
encuentra el Bacillus thuringiensis Berliner conocido mas cominmente como Bt-, que vive
en los suelos y superficies foliares de todo el mundo. Son insecticidas digestivos que
modifican las propiedades de las células intestinales y producen perforaciones en la pared
del intestino de la larva (Fernandez, Pujol y Mabher, 2012). En el caso de El Salvador, se
estd utilizando Bacillus thuringiensis, un pesticida microbiolégico conocido
comercialmente como ECOTECH PRO 7.2 SC y DIPEL 6.4 WG y Metarhisium anisopliae
(MAG, 2000).

6.2.5 Contaminacion por pesticidas

Un problema que ocasiona un impacto ambiental especialmente negativo es la persistencia
de algunos pesticidas, como el DDT. Ello se debe a que no son metabolizados por los
organismos, al igual que otros pesticidas organoclorados; ademas son mas solubles en los
lipidos, por lo cual se transfieren con facilidad en la cadena tréfica (Vega, 2007).

Después de la aplicacion, un pesticida puede: i) fijarse en las particulas del suelo, la
vegetacion, u otras superficies y permanecer cerca del sitio de deposicion, ii) adjuntarse a
las particulas del suelo y moverse con el suelo erosionado en la escorrentia o0 a causa del
viento, iii) disolverse en el agua y ser absorbido por las plantas, se mueven en la escorrentia
o lixiviacion, iv) se volatilizan o erosionan del follaje o tierra con el viento. La movilidad se
ve afectada por la solubilidad del pesticida en el agua, la presion de vapor, y otras
caracteristicas ambientales y del sitio como el clima, la topografia, textura, estructura y
materia organica del suelo (Tiryaki y Temur, 2010).

El exceso de pesticidas se mueve a través del ambiente contaminado los suelos, el aire, el
agua y la biota. Trazas de pesticidas han sido medidas en la atmosfera, en aguas de lluvias,
en aguas superficiales y subterraneas, en suelos y alimentos. Algunos pesticidas prohibidos
como el DDT vy el toxafeno, entre otros, se encuentran con frecuencia en regiones tan
remotas como en la zona artica (Arrazcaeta, 2002).

6.2.6 Contaminacion de aguas por pesticidas

La practica agricola se encuentra dentro de aquellas actividades que influyen en el deterioro
de la calidad de las aguas. A rios y zonas costeras llegan los residuos de los pesticidas
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empleados en la proteccion de esos cultivos. Ellos se desplazan por la superficie terrestre o
penetran en el suelo, arrastrados por las escorrentias y el viento. Estos contaminantes
consiguen abrirse paso hasta las aguas subterraneas, tierras himedas, lagos y finalmente
hasta los océanos en forma de sedimentos y cargas quimicas (Arrazcaeta, 2002). El agua
subterranea es aquella situada bajo la superficie de la tierra, generalmente la entrada de
pesticidas se lleva a cabo a través de lixiviaciones. La lixiviacion se puede aumentar
cuando: i) el pesticida es soluble en el agua, ii) el suelo es arenoso, iii) ocurre una lluvia
poco después de aplicado el pesticida y iv) cuando el pesticida no esta fuertemente
adsorbido en el suelo (Tiryaki y Temur, 2010). EI movimiento de los pesticidas hacia el
agua subterranea es un proceso que se ve afectado, en gran medida por la capa edéafica (en
la que existe una gran actividad bioldgica). Durante su migracion las sustancias disueltas o
en suspension en el lixiviado estdn sometidas a una serie de procesos de diversa indole,
intercambio i6nico, adsorcidn, biodegradacion, precipitacion entre otros, que condicionan
su proceso de transito y producen transformaciones en su estructura quimica (Simal-
Gandara, Arias-Esteves, Lopez-Periago, Mejuto y Garcia- Rios, 2008).

Debido a la contaminacion de las aguas a nivel mundial, se ha establecido la Concentracion
Maéaxima Admisible (MAC, por sus siglas en inglés) de pesticidas o productos relacionados
en agua para consumo, instituciones como, EPA y OMS han sido las encargadas durante
muchos afios de establecer dichos valores (Oscan, Tor, y Emin 2011).

6.2.7 Contaminacion por pesticidas en El Salvador

En EI Salvador, los casos de contaminacion por pesticidas han sido numerosos y en la
mayoria de casos relacionados con la utilizacion de estos en los cultivos o el abandono en
fabricas de formulacion.

Una de las investigaciones relacionadas al tema fue la desarrollada durante los afios 2007-
2008, por la Universidad Centroamericana José Simedn Carias (UCA) en coordinacion con
el Fondo de la Iniciativa para las Américas El Salvador (FIAES), llevado a cabo en los
cantones Salinas del Potrero y Salinas de Sisiguayo en la Bahia de Jiquilisco. Los datos
obtenidos evidenciaron contaminacién de pesticidas organoclorados como dieldrin, endrin,
DDD, Heptacloro, DDE y DDT en el agua y sedimento de estanques para crianza de
camarén (FIAES y UCA, 2008).

Otro caso de contaminacion generada por pesticidas, fue la ocasionada por la ex planta
formuladora Agrojell, S. A. ubicada en el kilometro 144, carretera panamericana, municipio
y departamento de San Miguel, donde por méas de diez afios los desechos de toxafeno se
mantuvieron abandonados y se derramaron, contaminando el suelo y el recurso hidrico
subterraneo (MARN y PNUD, 2012).

Mientras que durante el afio 2012, el MARN realizé un inventario de plaguicidas y sitios
contaminados en los cuales se encontraron desechos de plaguicidas, ademas de solventes,
tierras y equipos contaminados, entre otros. En la tabla 5 se presentan los resultados de los
contaminantes organicos persistentes encontrados en empresas e instituciones en el 2012
(MARN, 2012).
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Tabla 5. Inventario de desechos de contaminantes organicos persistentes (MARN, 2012).

N? Empresa/ institucion/ Compuesto Cantidad total
departamento (Kg)
1 Bodega ex — IRA, Aldrin 1814.39
Santa Ana

2 MINSAL, DDT 4672.05

San Salvador Hexaclorobenceno 7801.87
3 QUIMAGRO, Etil paration, 5472.39

San Luis Talpa Clordimeform
Toxafeno

Para el afio 2013, el MARN en coordinacion con el MAG y el MINSAL realizaron un
estudio de la zona de San Luis Talpa en el departamento de La Paz con el objetivo de
determinar la presencia de pesticidas en suelos y aguas de pozos artesanales utilizados por
los pobladores de la zona para su consumo. Investigacion impulsada por el abandono de
pesticidas y productos para su formulacién en la ex planta formuladora QUIMAGRO S.A
de C.V por problemas de salud (insuficiencia renal) presentados por los pobladores de este
municipio (MARN, 2013).

6.2.8 Pesticidas organoclorados

Los pesticidas organoclorados se encuentran ampliamente distribuidos en el ambiente
terrestre y acuatico, como resultado de su uso constante en la industria, agricultura e incluso
durante las campafas de salud donde son aplicados para contrarrestar enfermedades como
la malaria. Sus propiedades fisicoquimicas los hace muy resistentes a la degradacion
bioldgica, por lo que son altamente persistentes. Entre los compuestos mas persistentes
destacan el toxafeno (11 afios), el DDT vy endrin (10 afios), clordano (8 afios), dieldrin (7
afos), aldrin (5 afios), heptacloro (4 afos) y lindano (2 afios) (Calva y Torres, 1998).

Los pesticidas organoclorados son compuestos sintéticos utilizados principalmente como
insecticidas. Atendiendo a su estructura estos se clasifican en 4 tipos:

1. Tipo Hexaclorooctahidronaftaleno. El aldrin, dieldrin y endrin fueron usados como
insecticidas de 1950 a 1970. El aldrin fue sintetizado por primera vez en 1948 y
comercialmente manufacturado en 1950. Es producido por una reaccion de Diels-
Alder entre el acetileno y la hexaclorociclopentadina. El dieldrin es el metabolito
oxigenado del aldrin. El aldrin es facilmente degradado a dieldrin y por lo tanto rara
vez se detecta en el medio ambiente. El endrin fue introducido en 1951 y se utiliza
principalmente como insecticida en el cultivo de algoddn, este es sintetizado a partir
de la reaccion de ciclopentadieno con cloruro de vinilo. El endrin es un
estereoisomero del dieldrin y es rapidamente metabolizado en el medio ambiente. El
endrin aldehido y la endrin cetona son productos de degradacion de estos (Oscan et
al., 2011).
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Figura 3. Pesticidas organoclorados tipo Hexaclorooctahidronaftaleno (Patnaik,
2007)

Clorados tipo difeniletano (DDT, DDD, metoxicloro y pertano).
Diclorodifeniltricloroetano (DDT) es el nombre comun de 1,1,1-tricloro-2,2-di-(4-
clorofenil)etano. El ingrediente activo es el p,p-DDT (65-80%). EIl
Diclorodifeniltricloroetano se degrada facilmente en diclorodifenildicloroetano
(DDD) y diclorodifenildicloroetileno (DDE), que son mas persistentes (Oscan et al.,
2011).

cl cl cl OCH;Z
cl cl X__-Cl cl
] cl o]
Cl H Cl Cl
cl cl cl HaCO'

p,p-DDT p,p-DDD p,p-DDE Metoxicloro

Figura 4. Pesticidas organoclorados tipo difeniletano (Patnaik, 2007).

Clorados tipo canfeno (heptacloro, clordano, ep6xido de heptacloro y toxafeno)

La estructura quimica del heptacloro es similar a la del clordano; el heptacloro se ha
utilizado como insecticida para el control de las hormigas de fuego. Se oxida
rapidamente por reacciones fotoquimicas y por procesos bioldgicos a epoxido de
heptacloro el cual aparece después del uso de heptacloro. El clordano es sintetizado
por la cloracién del hexaclorociclopentadieno que es producida por una reaccion
Diels Alder (Oscan et al, 2011).

cl o cl ol .
Cl
Cl cl Cl cl o
Cl
;ﬂ j “ ;ﬂ
o—C a-"¢ a-—c 5
cl cl ci

Heptacloro Clordano Heptacloro epoxido

Figura 5. Pesticidas organoclorados tipo canfeno (Patnaik, 2007).
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4. Tipo hexaclorociclohexano (Lindano e isomeros a, By 6 )

Los hexaclorociclohexanos (HCH) son insecticidas de amplio espectro utilizados en
los cultivos de frutas, verduras y forestales. Estan disponibles en dos formulaciones
comerciales. EI HCH de calidad técnica es una mezcla de isbmeros que contienen
en su mayoria 64% de a-HCH, 10% de B-HCH, 13% de Y -HCH, 9% de 5-HCH y
1% de € -HCH. La otra formulacion comercial contiene méas del 99% de Y -HCH
(lindano). Michael Faraday descubri6 los HCHs en 1825. EI HCH de calidad técnica
se ha producido comercialmente desde 1947. La vida media del B-HCH en la sangre
es de 7 afos, mientras que el Y-HCH (lindano) tiene una vida media de solo 20
horas (Oscan et al., 2011).

g g g
Cl : Cl : @] : Cl
CIJQZC ] T Cl Y
a-HBH p-HBH Y -HBH (lindano) 3-HBH

Figura 6. Pesticidas organoclorados tipo hexaclorociclohexano (Patnaik, 2007).
6.2.8.1 Toxicidad

Los pesticidas organoclorados en el ambiente acuatico pueden afectar el desarrollo de los
organismos e inclusive la salud humana. En los peces los efectos se presentan generalmente
durante el ciclo reproductivo, ademas de esto algunos ocasionan dafios en diferentes
organos como el higado, rifién, cerebro, branquias, musculo, intestino y gonadas. En el
caso del ser humano existen diversas fuentes de exposicion, que provocan que estos sean
incorporados en el cuerpo humano una vez adentro son acumulados en el tejido graso
donde suelen ser inactivos. En las épocas de nutricion deficiente, los depdsitos adiposos se
movilizan y los pesticidas organoclorados se liberan, pasando al torrente sanguineo, con
posibilidad de producir efectos toxicos si la concentracion alcanza un nivel suficientemente
elevado (Calva y Torres, 1998).

Para el afio 2012 se ha estudiado la relacion del cancer de mama con algunos de los
pesticidas organoclorados como el p,p-DDT y su metabolito p,p-DDE, el dieldrin, endrin,
clordano y heptacloro cuyo metabolito epdxido de heptacloro se acumula en la glandula
mamaria alterando los hepatocitos e induciendo carcinoma hepatocelular (Parvathaneni,
Ferro y Patel, 2012). Pesticidas como el p,p-DDT, p,p-DDE, aldrin, dieldrin, endrin,
clordano, metoxicloro y endosulfan han sido identificados como productos quimicos que
alteran el sistema endocrino, por lo que se les conoce como disruptores endocrinos
(Hernandez, Parron, Requena, Alarcon. y Loépez-Guarnido, 2013). En animales de
laboratorio, el endosulfan ha demostrado ser toxico para el higado, rifién, sistema nervioso
y los 6rganos reproductivos, mientras que durante el desarrollo de las ratas el endosulfan
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induce la disminucion del nimero de espermatozoides (Wallace, Casabar, Das, DeKrey,
Gardiner, Cao y Rose, 2010).

Debido a todos los efectos negativos producidos en la salud de las personas, hay un gran
namero de pesticidas organoclorados que forman parte de la llamada “docena sucia”, la
cual esta comprendida por 12 contaminantes orgénicos persistentes, entre ellos el endrin,
dieldrin, aldrin, clordano, DDT, heptacloro, mirex y toxafeno (EI-Shahawi, Hamz,
Bashammakh y Al-Saggaf, 2010).

6.3 ANALISIS DE RESIDUOS DE PESTICIDAS ORGANOCLORADOS EN
AGUAS

6.3.1 Etapas previas a la determinacidn de pesticidas
6.3.1.1 Tomay preservacion de la muestra

Las concentraciones de pesticidas en muestras medioambientales son generalmente
proximos a los limites de determinacion de los métodos analiticos mas sensibles. Por ello,
la pérdida de analito o la contaminacion de las muestras que pueden tener lugar a lo largo
de todo el proceso de andlisis adquieren especial relevancia, por lo que se debe tener suma
precaucion para evitar estos efectos indeseables.

En general para la toma de muestras son mas aconsejables los recipientes de vidrio,
provistos con tapén esmerilado. No es aconsejable el uso de material plastico, pues puede
absorber cantidades importantes de pesticidas, ademas de contaminar la muestra con trazas
de compuestos organicos. Para limpiar la botella de muestreo se recomienda usar agua
destilada seguida de un proceso de secado en la estufa a temperatura entre 70 °C y 105 °C.
Luego que el envase se ha enfriado, es enjuagado con acetona, metanol u otro solvente
volatil. Finalmente, el envase debe ser sellado con papel aluminio para evitar
contaminacion. Debido a que los andlisis de las muestras se realizan lejos del sitio de
coleccion, es recomendable seguir ciertos protocolos para evitar alteraciones de ellas
durante su transporte. Se recomienda en primer lugar, sellar bien la tapa de la botella de
manera de evitar derrames accidentales. Luego, la botella se introduce en la hielera (4 °C -5
OC) para ser inmediatamente transportada al laboratorio y almacenada hasta su extraccion
(Mejias y Jerez, s. f.). El tiempo de almacenamiento no debe sobrepasar los 7 dias. Cuando
sea posible, extraer inmediatamente en el laboratorio y almacenar el extracto a 4°C hasta su
analisis, en un plazo no maximo de 15 dias (Eaton et al., 1998).

6.3.1.2 Extraccion del pesticida

Proceso de separacion del pesticida de otros componentes de la muestra. Se trata de una
etapa laboriosa y lenta que suele introducir un elevado numero de errores como
consecuencia de la pérdida del analito durante todo el proceso, de su posible degradacion,
de la contaminacion de la muestra, entre otros (Ravelo, 2009). El concepto béasico de un
método de preparacion de la muestra es la de convertir una matriz real en una muestra con
un formato que es adecuado para una separacion u otra técnica analitica (Smith, 2003).
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Ademas, la eleccion y optimizacion de una etapa adecuada de preparacion de la muestra no
suele ser sencilla, especialmente cuando se trata de matrices muy complejas como fluidos
biologicos 0 muestras medioambientales. De hecho, cualquier tratamiento de la muestra
depende de la naturaleza de la misma y de la técnica analitica que se vaya a emplear
(Ravelo, 2009).

Algunas de las técnicas utilizadas para la extraccion de pesticidas organoclorados en
muestras de agua son: la extraccion liquido-liquido (LLE), extraccion en fase sélida (SPE),
microextraccion en fase solida (SPME), y diferentes modos de microextraccion liquido-
liguido (LLME) denominados como microextraccion en fase liquida (LPME),
microextraccion dispersiva liquido-liquido (DLLME), dos de las cuales son descritas a
continuacién (Oscan et al., 2011).

6.3.1.2.1 Extraccion liquido-liquido (LLE)

La LLE se basa en la distribucion de los componentes de la muestra entre dos disolventes
inmiscibles en los que la matriz y analito tiene diferentes solubilidades, de manera que la
eficiencia como, la selectividad del proceso dependen de la naturaleza de ambos
disolventes. En este procedimiento, la muestra de agua conteniendo los plaguicidas se
coloca en un embudo de decantacion y se extrae sucesivamente, generalmente tres veces,
con un disolvente organico inmiscible con el agua, para proceder posteriormente a su
determinacion. Un problema que presenta LLE es la aparicion de emulsiones,
especialmente en aguas residuales que contienen tensioactivos o grasas; otra desventaja
importante de la LLE es el empleo de grandes volumenes de disolventes organicos (Ravelo,
2009).

Existen dos disolventes ampliamente utilizados para la extraccion de pesticidas: hexano y
diclorometano. La extraccion con diclorometano se puede usar para la determinacion de
plaguicidas organofosforados (OP), organonitrados (ON) y N-metilcarbamatos. También es
eficaz para triazinas. La extraccion con hexano o mezclas hexano-éter etilico, se suele usar
para la determinacion de plaguicidas organoclorados y piretroides en agua (Ravelo, 2009).

6.3.1.2.2 Microextraccion en fase sélida (SPME).

Con la técnica SPME (figura 7), los analitos de baja 0 media polaridad son extraidos de
muestras acuosas 0 gaseosas en una fibra de silice fundida, recubierta de una fase solida
adsorbente, generalmente  polimérica, comercialmente estas fibras incluyen
Polidimetilsiloxano (PDMS) como el mas popular adsorbente, poliacrilatos, copolimeros de
PDMS con divinilbenceno y copolimeros de polietilenglicol con divinilbenceno (Vidal,
Cortada, Pastor, Santiago y Canals 2009).

El proceso de SPME se puede ver afectado por una serie de variables experimentales que
pueden ser modificadas para incrementar la eficacia de los procesos de extraccion y
desorcion. Entre estas variables se encuentran la agitacién de la muestra, que aumenta la
difusion de los analitos desde la matriz a la fibra, el tiempo y la temperatura de extraccion,
que se deben de controlar de manera rigurosa para alcanzar una buena reproducibilidad, el

20



tipo y volumen de disolvente de desorcién (si la desorcion es por disolvente organico), o
bien la temperatura y el tiempo de desorcion (si la desorcion es térmica) (Sereshti, Shegefti,
y Sadami, 2010). En lo que respecta a la desorcion de los analitos, esta se realiza de acuerdo
al proceso de andlisis que se llevara a cabo. En el caso de la Cromatografia de gases, la
desorcion es un proceso sencillo basado en el calentamiento de la fibra en el puerto de
inyeccion del cromatdgrafo, mientras que en HPLC la desorcion requiere una pequefia
cantidad de disolvente en una cdmara de desorcion adecuada (Buchberger y Zaborsky,
2007). En el afio 2015, se estudié el empleo de corcho como un sustituto de los polimeros
en las fibras de la SPME, el corcho es un biosorbente, renovable y, al ser un material
natural es biodegradable, mientras que durante el proceso de extraccion los resultados
obtenidos son similares a los que se obtienen con fibras comerciales; por esta razén, es un
método aplicable en técnicas de extraccion (Carasek, Neves, Simao y Merib, 2015).

1 2 3 = s S
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Figura 7. Principio de la SPME. 1: introduccién de la aguja de la jeringa del
dispositivo de SPME (D) en el vial de muestra (S). 2: movimiento de la
fibra (F) en posicién fuera de la jeringa y la muestra (extraccion). 3:
introduccién de la fibra dentro de la jeringa y transferencia subsiguiente del
dispositivo al puerto inyector del cromatografo de gases (I). 4: penetracion
del tabique con la aguja de la jeringa. 5: movimiento de la fibra fuera de la
jeringa (desorcidn). 6: introduccién de la fibra dentro de la jeringa y retiro de
la aguja del tabique (Wells, 2003).

6.3.2 Técnicas para analisis de pesticidas organoclorados
6.3.2.1 Cromatografia de gases (CG)

En cromatografia de gases, una fase movil (gas portador) y una fase estacionaria (relleno de
la columna o recubrimiento en una columna capilar) se utilizan para separar los compuestos
individuales de una mezcla. El gas portador puede ser nitrogeno, argon, helio o hidrégeno.
La longitud, el diametro de la columna, la temperatura del horno, flujo del gas portador y el
tipo de detector son las variables controlables. Cuando la solucion de la muestra se
introduce en la columna los compuestos organicos son vaporizados y movidos a través de la
columna por el gas portador. Ellos viajan a través de la columna a diferentes velocidades,
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dependiendo de las diferencias en el coeficiente de reparto entre la fase movil y la fase
estacionaria

Hay varios detectores disponibles para su uso con sistemas de cromatografia de gases:

a) Detector de conductividad electrolitica, se utiliza en el analisis de pesticidas,
herbicidas, productos farmacéuticos y nitrosaminas,

b) Detector de Captura de Electrones (ECD, por sus siglas en inglés) se utiliza
generalmente para el andlisis de compuestos que tienen altas afinidades de
electrones como los plaguicidas clorados y sus metabolitos y

c) Detector de ionizacion de llama (FID, por sus siglas en inglés)

Las concentraciones de los solutos eluidos son proporcionales al area de los picos bajo los
maximos registrados. Las integraciones electronicas en los instrumentos de cromatografia
de gases imprimen las areas de los maximos y generalmente también sus tiempos de
retencion. EI método de adiciones de estdndar es una técnica util para efectuar
calibraciones, en especial para muestras ocasionales. A una 0 mas alicuotas de la muestra se
les mezcla con una concentracion conocida del estandar, y el incremento en el area del
maximo es proporcional a la cantidad del estandar. Este método tiene la ventaja de verificar
que el tiempo de retencién del analito desconocido sea igual al del estandar.

Una de las principales razones por las que se usa ampliamente la CG en los analisis es la
sensibilidad conseguida. El FID facilmente mide nanogramos (10°%g) y los detectores més
selectivos como el ECD y el PID alcanzan los picogramos (10%g). Debido a esta
sensibilidad, la CG es un método preferido para el andlisis de trazas, particularmente de
plaguicidas, herbicidas y contaminantes orgéanicos del aire y del agua (Vega, 2007).
Anaélisis de trazas de pesticidas organoclorados o sus metabolitos en agua por lo general se
llevan a cabo por cromatografia de gases (CG) equipado con detector de captura de
electrones (ECD) (Eaton, 1998).

6.4 VALIDACION DEL METODO
6.4.1. Definicion e importancia de la validacion en medidas quimicas

La validacion es un proceso para establecer las caracteristicas y limitaciones de un método
analitico y para identificar las influencias que pueden modificar esas caracteristicas y en
qué medida (Sandoval, 2010).

Para que los resultados de la validacion sean confiables, los disefios empleados deben
ajustarse a algunas de las guias y/o documentos técnicos emitidos por instituciones, comites
y/o publicaciones reconocidas internacionalmente. En el campo de anélisis de agua
(industrial, de consumo humano y aguas residuales) las referencias documentales mas
utilizadas tratan el tema de una manera mas general, sin profundizar en el mismo. Es de
sefialar que, sin estar vinculadas a un campo de anélisis en especifico, las guias de
EURACHEM y de IUPAC consideran las situaciones que en general pueden presentarse en
un laboratorio de ensayo (Crubellati y di Risio, 2009).
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6.4.2 Parametros medidos en una validacion
6.4.2.1 Limite de deteccion y limite de cuantificacion

Cuando las mediciones se realizan a niveles trazas, es importante conocer la concentracion
méas baja del analito que puede ser detectada por el método a un nivel de confianza
especificado, este parametro recibe el nombre de limite de deteccion (LD). En segundo
lugar, es adicionalmente importante establecer el nivel méas bajo en el cual el desempefio es
aceptable para una aplicacién tipica, a este, se le Ilama limite de cuantificacion (LC)
(Morillas, 2016). El limite de deteccion y cuantificacion del instrumento se obtiene a partir
de medidas directas en el instrumento de blanco, blanco fortificado o blancos de muestra,
mientras que para la determinacion del limite de deteccion y cuantificacion del método es
necesario el analisis de muestras que hayan sido sometidas a todo el proceso de tratamiento,
antes de inyectarse en el instrumento. Usualmente la guia EURACHEM recomienda como
minimo 10 réplicas en condiciones de repetibilidad.

En la préactica, el LD se calcula como la desviacion estandar obtenida de mediciones
realizadas a niveles bajos del analito multiplicada por 3.3 y el LC se obtiene multiplicando
la desviacion estandar por un factor 10, tal como se muestran en las siguientes ecuaciones
(Morillas, 2016).

LD =2t4.yxS LD=33xS
LC=10xS
Donde:

S = desviacion estandar de las repeticiones
LD = limite de deteccién
LC=limite de cuantificacion

6.4.2.2 Linealidad

La linealidad se define como la relacion lineal entre la sefial y la concentracion del analito.
Para los métodos cuantitativos es necesario conocer el rango en el cual un método presenta
linealidad. En el extremo inferior del rango de concentracion, los factores limitantes son los
limites de deteccion o cuantificacién. El extremo superior estd definido por las
concentraciones a las cuales se observan anomalias significativas en la sensibilidad
(Sandoval, 2010). Como criterio de aceptabilidad de la linealidad se utiliza el coeficiente de
correlacion, en el cual, r = 0.98 (Organismo Salvadorefio de Acreditacion, 2010).

6.4.2.3 Exactitud
La exactitud expresa la proximidad de un resultado al valor verdadero. (Sandoval, 2010).

Una determinacion préctica del sesgo se basa en la comparacion del promedio del método
candidato con un valor de referencia adecuado (X,). Existen tres enfoques generales: a)
analisis de materiales de referencia, b) experimentos de recuperacion utilizando muestras
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adicionadas y c) comparacion con resultados obtenidos mediante otro método. Los estudios
de sesgo deben cubrir el alcance del método y, por lo tanto, pueden recurrir al analisis de
diferentes tipos de muestra y/o diferentes niveles del analito (Morillas, 2016). El sesgo
puede expresarse en términos absolutos como:

S=X— X4
Donde:

S =sesgo
x = lectura obtenida o valor promedio de las lecturas obtenidas
X, = valor asignado, valor del material de referencia o valor esperado

Recuperacion: la fortificacion permite ver el rendimiento de un método analitico en cuanto
al proceso de extraccion y la cantidad del analito existente en la muestra original. Por lo
cual, la recuperacion esta intrinsecamente relacionada a las caracteristicas de la matriz de la
muestra. Se calcula de la siguiente manera:

Ce— C
%R = — x 100
Ca

Donde:

% R = porcentaje de recuperacion

Ce = concentracion del analito de la muestra enriquecida

C = concentracion del analito en la muestra sin adicionar patron
Ca = concentracion del analito adicionado a la muestra enriquecida

6.4.2.4 Precision
La precisidn podréa establecerse en términos de la repetibilidad y reproducibilidad.

a) Repetibilidad: es la precision bajo las condiciones de repetibilidad, es decir, condiciones
donde los resultados de anélisis independientes se obtienen con el mismo método en items
de analisis idénticos en el mismo laboratorio por el mismo operador utilizando el mismo
equipo dentro de intervalos cortos de trabajo. Se puede determinar registrando a lo menos 6
mediciones bajo las mismas condiciones (Morillas, 2016).

b) Reproducibilidad: grado de concordancia entre los resultados de mediciones del mismo
mensurando efectuadas bajo condiciones de medicion modificadas. Es el caso de realizar
diversas réplicas en diversos dias cambiando instrumento, analista e incluso el laboratorio.
Se evalla realizando medidas por duplicado, durante 6 a 15 dias diferentes. (Morillas,
2016).
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7. METODOLOGIA

7.1 Materiales, reactivos y equipos instrumentales

Reactivos

» Estandares de endrin: marca Sigma-Aldrich, pureza 99.1%

» Hexano: marca Fisher chemical, grado HPLC

» Gas de arrastre: nitrogeno

» Agua destilada

Materiales

» Frascos de vidrio color &mbar con capacidad de 1 L, provistos de tapén de vidrio
esmerilado.

» Material de vidrio: beaker, probetas, pipetas graduadas de 1 mL, balones
volumétricos de 10 mL, balones para rotavaporar, embudos de separacion y
embudos de vidrio.

» Otros materiales: hieleras, frascos lavadores, aros metalicos, pinza de sostén, pinza

de extension, micropipetas de 100 pL y micrespatulas de metal.

Equipos instrumentales

>

Cromatdgrafo de gases GC-2014 SHIMADZU, equipado con detector de captura de
electrones (ECD), un autoinyector y una columna capilar HP 1 de 30 metros x 0.32
mm x 0.25 pm.

Balanza analitica

Rotavapor

7.2 Procedimiento experimental

7.2.1 Preparacion de soluciones

Solucion madre 1000 mg/L de endrin: se pes6 0.01 gramos de estandar de endrin en
un balén volumétrico de 10 mL al cual se le afiadié 2 mL de hexano y se agitd hasta
disolver el endrin. Una vez disuelto se procedié a aforar con hexano.

Solucidn intermedia de 2 mg/L: se tomaron 20 puL de la solucion de 1000 mg/L, se
depositd en un balén volumétrico de 10 mL y se aforé con hexano.

Solucion de 20 pg/L: se tomaron 250 pL de la solucion de 2 mg/L, se depositd en
un balén volumétrico de 25 mL y se aford con hexano.

Preparacion de curva de calibracion del endrin

Para la preparacion de la curva de calibracion se tomaron diversos volumenes de la
solucion de 20 pg/L, los cuales son detallados en la tabla 6.
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Tabla 6. Datos de la curva de calibracion utilizada para la cuantificacion del endrin por

CG/ECD
Punto Concentracion (ng/L) Volumen de solucién tomado (mL)
1 0.50 0.25
2 2.50 1.25
3 5.00 2.50
4 7.50 3.75

7.2.2 Analisis cromatografico

Las mediciones de areas del endrin utilizadas para el proceso de validacion y andlisis de
muestras se llevé a cabo mediante cromatografia de gases con ECD, cuyas condiciones
cromatograficas son detalladas en la tabla 7.

Tabla 7. Condiciones cromatogréaficas a utilizar en la determinacion de Endrin en muestras

de agua por CG/ECD

Condiciones cromatogréficas Valores
Volumen inyectado en el cromatografo 1 uL
Temperatura del inyector 280°C
Temperatura del detector 320°C
Gas portador Nitrogeno
Caudal del gas portador 2.5 mL/min

Para el horno del cromatdgrafo se trabajé con una programacion de temperatura como la
que se muestra en la figura 8.

360°C

15°C/min

25°C / min
60°C

Figura 8. Programacion de temperatura utilizada en el horno

Determinacién del tiempo de retencidn del endrin

Se tom¢6 1 uL de la solucion de 20 pg/L de endrin y se inyecto en el cromatografo de gases,
registrando el tiempo de retencion del pico a los 10.26 minutos.
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7.2.3 Validacion del método

7.2.3.1 Determinacion de la linealidad.

Se inyecto 1 pL de solucion de cada punto de la curva de calibracion y se determiné
el area producida por las soluciones a diferentes concentraciones. Cada punto de la
curva de calibracion se inyect6 por lo menos 2 veces y se determin6 el promedio de
las medidas realizadas.

Con el promedio de las mediciones realizadas fueron construidas 2 curvas de
calibracion.

Se determinaron los coeficientes de correlacion a cada una, comparandolos con el
criterio de aceptacion establecido en la Guia de validacion fisicoquimica del
Organismo Salvadorefio de Acreditacion en su version 2010.

Con los datos obtenidos mediante la medicion de las 2 curvas de calibracion se
procedio a comparar la variabilidad entre estas, mediante el empleo de ANOVA de
un factor.

7.2.3.2 Determinacion de la exactitud.

La evaluacion de la exactitud se realizd6 mediante la utilizacion del porcentaje de
recuperacion, midiendo para tal fin sefiales producidas por muestras y muestras fortificadas:

Donde:

Muestra: se extrajo 100 mL de muestra utilizando extraccion liquido- liquido, se
concentré a 10 mL y se inyectd 1 puL en el Cromatdgrafo de gases. Se realizaron 3
medidas.

Muestra fortificada: se fortificO 100 mL de muestra con una solucion de 2.5 pg/L de
endrin, se extrajo, se concentré a 10 mL y se midi6 en el Cromatografo de gases. Se
realizaron 3 medidas.

Con los datos obtenidos a partir de las mediciones de muestra y muestra fortificada
se determino el porcentaje de recuperacion para cada dia de medicion, utilizando la
siguiente férmula:

Ce— C
%R=Tx100

% R = porcentaje de recuperacion

Ce = concentracion del analito de la muestra enriquecida

C = concentracion del analito en la muestra sin adicionar patron
Ca = concentracion del analito adicionado a la muestra enriquecida

El mismo procedimiento fue realizado durante 6 dias diferentes, determinando para
cada dia un porcentaje de recuperacion.

Los criterios de aceptacion se evaluaron tomando como referencia los porcentajes
de recuperacion establecidos por la AOAC a la concentracion de fortificacion
utilizada
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7.2.3.3 Determinacion de la reproducibilidad

Se tomd 100 mL de muestra y se fortificd con una solucion de Sug/L de endrin,
posterior a ello esta fue concentrada hasta aproximadamente 10 mL y se inyecto
1uL en el Cromatografo de gases.

Con los datos obtenidos a partir de los 9 dias de mediciones se determind si existe
diferencia significativa entre grupos de medida, para lo cual se utiliz6 el ANOVA
de un factor.

7.2.3.4 Determinacion de la repetibilidad

Para la evaluacion de la repetibilidad se realizaron 12 mediciones de una muestra
fortificada con solucion de Spg/L de endrin.

A partir de los datos obtenidos se determind el coeficiente de variacion y se
comparé con el coeficiente de variacion de Horwitz a la concentracién de
fortificacion utilizada. El criterio de aceptacidn para la repetibilidad a utilizar en
este trabajo establece que, el coeficiente de variacion obtenido debe ser menor o
igual que la mitad del coeficiente de variacion de Horwitz, es decir % CV <
% CVy 2 (Sandoval, 2010).

Definiéndose el coeficiente de variacion de Horwitz como:
%CVH — 2(1—0.5logC)

Donde:

C = Concentracion de fortificacion del analito

% CVy = Coeficiente de variacion de Horwitz

7.2.3.5 Determinacion del limite de deteccion y limite de cuantificacion

Para la determinacion del limite de deteccién y el limite de cuantificacion se
utilizaron 12 medidas de blanco fortificado con una solucion de 2.5ug/L.

Por lo general, en cromatografia es utilizada una concentracion lo suficientemente
cercana a cero para la evaluacion del limite de deteccion y limite de cuantificacion
(Morillas, 2016), tomando como base las concentraciones del orden de pg/L con las
que se ha trabajado, es aceptable tomar las medidas producidas al evaluarse
cualquiera de los 3 niveles de fortificacion empleados en una validacion, sin
embargo, debido a la falta de hexano al momento de la validacién del método
unicamente se evalud un nivel de fortificacion de 2.5ug/L para la determinacion de
los limites de deteccion y cuantificacion.

A partir de las medidas registradas se calculd la desviacion estandar la cual, al ser
multiplicada por un factor de 3.3 y 10 se obtienen el limite de deteccion y el limite
de cuantificacion respectivamente, tal como se describe en las siguientes
ecuaciones:

LD = 3.3 SBF LC =10 SBF
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Donde:

LD = limite de deteccién
S = desviacion estandar de las mediciones de muestra fortificada
LC = limite de cuantificacién

7.2.4 Toma de muestras

Se realiz6 una primera toma muestras el dia 27 de abril de 2017, en el cual se recolectaron
10 muestras de agua de pozos artesanales cuya descripcion se muestra en la tabla 8.

Tabla 8. Descripcion de la primera toma de muestras de agua, en pozos artesanales del
municipio de San Luis Talpa

NuUmero de | Ubicacion del lugar de toma de | Descripcion y utilizacion del agua
muestra | muestra
1 Tecualuya Pozo artesanal: para lavado y beber
2 Colonia El Establo, canton | Pozo artesanal: para lavado y beber
Amatecampo
3 Colonia Amatecampo, canton | Pozo artesanal: para lavado
Amatecampo
4 Colonia Amatecampo, canton | Pozo artesanal: para beber después de
Amatecampo pasar por filtro de carbon.
5 Caserio  Esmeralda, canton | Pozo artesanal: para lavado y
Zambombera consumo.
6 Caserio Los Guidos, cantén | Pozo artesanal: agua no filtrada para
Zambombera lavado.
Agua filtrada con carbon para beber.
7 Unidad de Salud, Hacienda | Agua de chorro.
Santa Clara
8 El Herbedor, cantdbn San | Pozo artesanal: agua no filtrada para
Francisco Amatepe lavado.
Agua filtrada con carbon para beber.
9 El Anono, cantén San Francisco | Pozo artesanal: agua no filtrada para
Amatepe lavado.
Agua filtrada con carbon para beber.
10 Lagarteros, canton San | Pozo artesanal: agua no filtrada para

Francisco Amatepe

lavado.
Agua filtrada con carbon para beber.

La segunda toma de muestras se llevo a cabo el dia 13 de julio de 2017 en el cual se
recolectaron 12 muestras de agua utilizadas para consumo de los pobladores, cuya

ubicacion y descripcion es mostrada en la tabla 9.
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Tabla 9. Descripcion del segundo muestreo de agua, proveniente de pozos artesanales del
municipio de San Luis Talpa

Numero | Ubicacidon del lugar de toma de Fuente de agua
de muestra
muestra
1 Canton Santo Tomas Agua de pozo artesanal, sin tratamiento,
que abastece a todo el canton.
2 Canton Santo Tomas Muestra de agua de pozo artesanal
Escuela
3 Unidad de salud Santa Lucia, Valle | Agua de chorro
Nuevo
4 Hacienda Santa Lucia, calle | Agua de pozo artesanal
Cafiera
5 Hacienda Santa Lucia Agua de chorro proveniente de pozo

que abastece al caserio

6 El Chaguitdn, calle Central frente a | Agua de chorro proveniente de pozo
la escuela que abastece al caserio

7 El Chaguiton, final calle Central, | Agua de chorro proveniente de pozo
la ceiba que abastece al caserio

8 El Chaguiton, calle Central Pozo artesanal

9 El Chaguiton, calle Central Pozo artesanal

10 El Chaguiton frente al porton de la | Pozo artesanal
comunidad El Chaguiton

11 Nuevo Edén, calle Nuevo Edén Agua de chorro proveniente de pozo

que abastece al caserio
12 Unidad de salud de San Luis Talpa | Agua de chorro

Se extrajeron muestras de agua de pozos artesanales e inmediatamente se midieron
parametros como temperatura, pH y conductividad eléctrica.

Los frascos a utilizar en el muestreo fueron enjuagados tres veces con la respectiva
muestra a almacenar.

Se midieron 1L de cada muestra y se almacenaron en la hielera para ser
transportadas al laboratorio.

7.2.5 Proceso de extraccion de las muestras

Se filtré la muestra a través de un embudo de vidrio, para la eliminacion de
particulas solidas.

Se tomaron 100 mL de muestra filtrada y se depositaron en un embudo de
separacion.

Se tomaron 10 mL de hexano y se afadieron al embudo de separacion. Se agité el
embudo conteniendo muestra mas hexano y se dejé reposar durante 10 minutos para
la completa separacion de las 2 capas formadas.
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Las 2 capas formadas fueron separadas en depdsitos diferentes, a la fase acuosa se
le adicion6 nuevamente 10 mL de hexano y se procedio a repetir el proceso de
extraccion. Este procedimiento fue realizado en 3 ocasiones,

Los 30 mL de fase orgénica fueron concentrados en un rotavapor hasta un volumen
de aproximadamente 10 mL. Este volumen fue depositado en un balén volumétrico
de 10 mL y, en caso de ser necesario se procedi6 aforar con hexano.

7.3 Comparacion de los resultados en muestras de agua

Los datos obtenidos fueron evaluados respecto al limite méaximo permisible
establecido en la Norma Salvadorefia Obligatoria NSO 13.07.01:08 sobre agua
potable, a través de la utilizacion de un contraste de significancia en la cual se
compara la media experimental de cada muestra con un valor ya conocido (Miller y
Miller, 2002), tal como se muestra en la siguiente ecuacion:

N Gl n
cal — S

Donde:

X = Media experimental

p = Valor conocido (limite maximo permisible del endrin)
n = NUmero de repeticiones

s = Desviacion estandar de las mediciones

La hipdtesis planteada es la siguiente, Ho: No existe diferencia estadisticamente
significativa entre la media experimental y el limite maximo permisible del endrin

Para la evaluacion de Hy se tomo en consideracion el siguiente planteamiento, si tcy >t @
un nivel de confianza del 95% se rechaza Hg por lo tanto, se puede afirmar que existe una
diferencia estadisticamente significativa entre la media experimental de cada muestra y el
limite maximo permisible del endrin.

La utilizacion de la prueba de significancia para la comparacion de una media experimental
con un valor ya conocido, da la certeza que en este trabajo de investigacion las
concentraciones de endrin encontradas en las muestras analizadas son lo suficientemente
bajas para ser tomadas como posibles desencadenantes de intoxicaciones en los pobladores
del &rea de estudio.
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8. RESULTADOS Y ANALISIS DE RESULTADOS
8.1 VALIDACION DEL METODO
a) Evaluacion de la linealidad

Las ecuaciones de regresion lineal obtenidas a partir de las mediciones de 2 curvas de
calibracién del endrin junto a sus respectivos coeficientes de determinacién y correlacion
son mostradas en la tabla 10. Tomando en consideracion los valores de los coeficientes de
correlacion (r) de cada curva de calibracion que presentaron un r mayor a 0.99 se puede
afirmar que estos cumplen con el criterio de aceptacion en el cual r = 0.98 , para el
establecimiento de la linealidad (Organismo Salvadorefio de Acreditacion, 2010), por lo
tanto el método empleado presenta linealidad en el rango de concentraciones estudiado en
el que se incluye el limite maximo permisible del endrin.

Tabla 10. Resumen de curvas de calibracion y sus correspondientes coeficientes de
correlacion

NUmero de curva Ecuacion Coeficiente de Coeficiente de

de calibracién

determinacion r?

correlacion r

1

Y=1307.3X + 710.81

0.9883

0.9941

2

Y=1676.8X +292.09

0.9995

0.9997

En la tabla 11 se muestra un resumen de las mediciones realizadas durante la evaluacion de
la linealidad tomando como base la construccion de 2 curvas de calibracion medidas en
diferentes dias y con cuatro puntos cada una, a su vez se obtienen los valores de la curva de
calibracion promedio, los cuales son usados para la obtencién del coeficiente de correlacion
promedio mostrado en la figura 9.

Tabla 11. Valores de la curva de calibracion promedio del endrin

Concentracion | Areas de la Areas de la
Nivel pg/L curval curva 2 Promedio
1 0.5 1035.75 1111.50 1073.63
2 2.5 4184.33 4425.00 4304.67
3 5.0 7756.67 8847.00 8301.84
4 7.5 10129.00 12774.67 11451.83

De acuerdo al grafico de la curva de calibracion promedio mostrado en la figura 9 se puede
observar que mediante la aplicacion de minimos cuadrados se obtiene un coeficiente de
determinacion de 0.9966, lo cual establece un coeficiente de correlacion bastante bueno con
un valor de 0.9982, valor superior al indicado como criterio de aceptacion para la linealidad
establecido por el Organismo Salvadorefio de Acreditacion.
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Figura 9. Gréfico de la curva de calibracion promedio del endrin
b) Analisis de variabilidad entre curvas de calibracion usando ANOVA

Para la evaluacion de la variabilidad entre las 2 curvas de calibracion del endrin se
utilizaron como base los datos mostrados en la tabla 11, cuyo andlisis se realiz6 a partir de
la aplicacion de ANOVA de un factor, obteniendo los resultados mostrados en la tabla 12.

Tabla 12. Anélisis de varianzas para regresion lineal

Grados Valor
Origen de las Suma de de Promedio de critico
variaciones cuadrados | libertad | los cuadrados F para F
Entre grupos 2052760.44 1 2052760.44 0.0979362 | 5.9873776
Dentro de los
grupos 125761098 6 20960183.11
Total 127813859 7

La hipdtesis planteada fue Hy: a un 95 % de confianza no existe diferencia estadisticamente
significativa entre las 2 curvas de calibracion.

Como F¢y < Fert @ un 95 % de confianza se acepta Ho, por lo que se puede asegurar que no
existe diferencia estadisticamente significativa entre las curvas de calibracion, lo cual
indica que independientemente de la utilizacion de cualquiera de las 2 curvas de calibracion
en un analisis para la obtencion de concentraciones a partir de las areas medidas, no habra
diferencia significativa en los resultados.

c¢) Evaluacién de la exactitud

En la tabla 13 se muestran las areas con sus respectivas concentraciones obtenidas a partir
de las mediciones de muestras y muestras fortificadas con solucion de 2.5 pg/L de endrin,
datos que son utilizados en el célculo de porcentajes de recuperacién para 6 dias de
mediciones diferentes y cuyos resultados son mostrados en la tabla 14.
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Tabla 13. Resultados obtenidos para evaluacion de la exactitud

Resultados por dia

Sustancias medidas N° de

test Dial | Dia2 | Dia3 | Dia4 | Dia5 Dia6
Area de muestra sin | Test1 | 1822 1165 1082 1538 654 666
fortificar Test2 | 1940 | 1204 | 1171 | 1337 | 670 688
Concentracion de | Test1l | 0.93 0.47 0.41 0.73 0.10 0.11
muestra sin fortificar (C) | Test2 | 1.02 | 049 | 047 | 051 | 0.11 0.13
Area de muestra | Testl | 4273 | 4194 | 3767 4137 3630 3376
fortificada Test2 | 4677 | 4131 | 3799 | 4098 | 3511 | 3669
Concentracion de | Testl | 2.67 2.61 2.31 2.57 2.21 2.03
muestra fortificada (Ce) | Test2 | 296 | 257 | 233 | 255 | 2.13 2.24

Test1 | 174 | 215 | 1.90 | 184 | 211 1.92

Ce - C
Test2 | 1.94 | 208 | 186 | 1.96 | 2.01 2.11

La Asociacion Oficial de Quimicos Analiticos AOAC establece que, el porcentaje de
recuperacion para una concentracion de analito afiadido (C;) que se encuentre entre el
intervalo de 1 < C, < 10 ug/L puede presentar un porcentaje de recuperacion entre el
60% Yy el 120% (Organismo Salvadorefio de Acreditacion, 2010), por lo cual el valor
promedio del porcentaje de recuperacion de 79 % obtenido a partir de 6 dias de mediciones
por duplicado mostrado en la tabla 14 es aceptable para el nivel de concentracion medido

en la matriz analizada, valor que indica exactitud en el método empleado.

Dias 1 2 3 4 5 6 Promedio
Recuperacion 70 86 76 74 84 77 79%
78 83 75 78 81 85

Tabla 14. Porcentajes de recuperacion obtenidos

d) Evaluacion de la reproducibilidad

Resultados por triplicado de 9 dias de mediciones en areas y concentraciones de muestras
fortificadas con una solucién de 5 pg/L de endrin para la evaluacion de la reproducibilidad

son mostrados en la tabla 15.




Tabla 15. Resultados experimentales de mediciones de muestra fortificada con solucion de
5 ug/L de endrin.

N° de Resultados por dia
test Descripcion

Dia | Dia | Dia | Dia | Dia | Dia | Dia | Dia | Dia
1 2 3 4 5 6 7 8 9

Test1 | Area 5094 | 7322 | 7433 | 6756 | 7327 | 7530 | 7082 | 7009 | 6583
Concentracion | 2.86 | 4.19 | 426 | 443 |4.20 [ 4.32 | 4.05 | 4.01 |3.75

Test 2 | Area 7527 | 7377 | 7548 | 6323 | 7464 | 6868 | 6901 | 6742 | 6560
Concentracion | 4.31 | 4.23 | 433 | 415 |4.28 | 3.92 | 399 |3.85 |3.74

Test 3 | Area 7969 | 8078 | 7594 | 6584 | 7463 | 7951 | 7600 | 6634 | 6758
Concentracion | 452 | 464 | 435 | 4.31 |4.28 |457 |4.36 | 3.88 | 3.61

Para la evaluacion de la reproducibilidad durante los 9 dias de medicion de muestra
fortificada fue empleado ANOVA de un factor, cuyos resultados de su aplicacién son
mostrados en la tabla 16.

Tabla 16. Analisis de varianza para evaluacion de la reproducibilidad

Origen de las Sumade | Gradosde | Promedio de Valor critico
variaciones cuadrados | libertad | los cuadrados F para F
Entre grupos 1.37390 8 0.17174| 1.42044 2.51016

Dentro de los
grupos 2.17627 18 0.12090
Total 3.55016 26

La hipotesis planteada es Ho: a un 95% de confianza no existe diferencia estadisticamente
significativa entre los grupos

Como F ¢ < F 4it @ un nivel de confianza del 95% se acepta Ho. Es decir, se puede
asegurar que no existe diferencia estadisticamente significativa entre los grupos, por lo
tanto, si cumple lo requerido y el método empleado es reproducible en el rango de tiempo
evaluado.

e) Evaluacion de la repetibilidad

Para la evaluacion de repetibilidad se tom6 como criterio de aceptacion la comparacion
entre el porcentaje del coeficiente de variacion calculado a partir de las mediciones
realizadas y el porcentaje del coeficiente de variacion de Horwitz a la concentracion de
fortificacion empleada, criterio de aceptacion que establece que el coeficiente de variacion
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obtenido para las mediciones realizadas tiene que ser menor o igual a la mitad del
coeficiente de variacion de Horwitz es decir % CV < % CVy 2 (Sandoval, 2010).

% CVH 2 = 2(1—0.510gC) 2= 2(1—0.Slog5x10_9) 2=17.76

Como el porcentaje del coeficiente de variacion obtenido a partir de las 10 medidas de
muestra fortificada con solucién de 5 pg/L de endrin presentadas en la tabla 17 es menor
que la mitad del coeficiente de variacion de Horwitz calculado, se dice que el método
cumple con el criterio de aceptacion establecido para la repetibilidad.

Tabla 17. Medidas de muestras fortificadas con solucion de 5 pg/L de endrin para
evaluacion de repetibilidad

Descripcion Medidas de muestras fortificadas

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Areas 7433 | 7548 | 7594 | 7268 | 7570 | 7432 | 7837 | 7788 | 7377 | 7464
Concentracion | 4.26 | 433 | 435 | 420 | 4.34 | 426 | 450 | 459 | 4.23 | 4.28
Xm 4.33
S 0.13
% CV 2.96 %

f) Evaluacion del limite de deteccidn y cuantificacion

Para la obtencion del limite de deteccion y de cuantificacion se evalu6 la sefial producida
por un blanco fortificado con solucion de 2.5 pg/L de endrin hechas por duplicado durante
6 dias diferentes, obteniendo como resultado un limite de deteccion de 0.33 pg/L y un
limite de cuantificacién de 1.01 ng/L, tal como se muestra en la tabla 18.

Tabla 18. Medidas para la evaluacién del limite de deteccion y cuantificacion

Concentraciones en pg/L hechas por dia
Dial Dia 2 Dia 3 Dia 4 Dia5 Dia 6

Blanco 1.86 211 1.86 2.01 2.00 2.17
fortificado 2.04 1.95 1.96 2.10 2.05 1.89

Xm 1.99 2.01 2.00 2.04 2.03 2.03 1.99
S (precision) | 0.13 0.11 0.07 0.07 0.04 0.20 0.10
% CV 6.67 5.49 3.38 3.37 1.71 9.62 5.03
LD 0.33 pg/L

LC 1.01 pg/L

A pesar que los datos sobre la evaluacion de la reproducibilidad realizadas a partir de los 11
dias de haber elaborado la solucion de 5 ug/L de endrin muestran que no existe diferencia
estadisticamente significativa entre los grupos se puede observar que la sefial producida a
partir de la medicion de la solucion ha disminuido (tabla 15) con respecto a la sefial
reportada en la medicion de las curvas de calibracion las cuales fueron realizadas a los 2 y 4
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dias después de haber sido elaboradas y almacenadas. Cabe sefialar que durante el dia8y 9
ha habido una disminucién en la sefial y por ende una disminucion en la concentracion. De
igual manera para la evaluacion de la exactitud, limite de deteccion y limite de
cuantificacion ha sido utilizada una concentracion de 2.5 pg/L de endrin, la cual fue medida
a partir de los 17 dias de haber elaborado la solucion reflejando en las medidas realizadas
una disminucion de aproximadamente 0.5 pg/L de endrin respecto a la concentracion
reportada.

Debido a tales variaciones en las concentraciones utilizadas para la fortificacion de las
muestras se realizaron nuevas medidas de la solucion de 2.5 ug/L de endrin durante 3 dias
diferentes con el objetivo de evaluar la variabilidad entre estas con respecto al tiempo y la
utilizacion de material de vidrio diferente al usado en ensayos anteriores. Obteniéndose en
promedio 2.48 pg/L, 2.59 ug/L y 1.9 pg/L, en el segundo, cuarto y décimo dia de
evaluacion respectivamente. Cuyo resultado del décimo dia refleja una disminucion de 0.6
ug/L en comparacion a la concentracion tedrica.

Con la informacion obtenida a partir de la segunda evaluacion de la variabilidad de la
concentracion de 2.50 ug/L de endrin se confirma una pérdida significativa del analito en
solucidn, descartandose la degradacion de este a endrin cetona o endrin aldehido, tomando
como base la ausencia de picos pertenecientes a los productos de degradacion mostrados en
el cromatograma de la figura 10. Se descarta a su vez una posible absorcion del analito en
el material de vidrio utilizado, reportdndose Unicamente la absorcidén en material plastico
(Eaton et al. 1998). Tomando en consideracion la baja presion de vapor del endrin de
2x1077 torr (Patnaik, 2007) se pensaria que este no se encuentra presente en el aire, sin
embargo se han detectado liberaciones significativas en varios estados de Estados Unidos
(EPA, 1999), asi como también se han identificado concentraciones del endrin en zonas de
cultivo de diversas ciudades de Ecuador (Montafio, Resabala y Cadena, 2012), por lo que
en este trabajo se ha relacionado cierta pérdida de analito en solucion con la volatilizacion
presentada.
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Figura 10. Cromatograma de solucion 2.5ug/L de endrin
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8.2 ANALISIS DE MUESTRAS Y PARAMETROS MEDIDOS IN SITU

Los resultados de los pardmetros de la calidad fisicoquimica del agua evaluada en la
primera toma de muestra (tabla 19) reflejan que el agua tiene un comportamiento casi
neutro, encontrdndose con un pH minimo de 6.49 y un maximo de 7.61 (Ministerio de
salud, 2009), mientras que la conductividad eléctrica presenta valores aceptables en cuanto
al agua utilizada para consumo humano (Gallardo, 2009).

Tabla 19. Pardmetros medidos en muestras de agua (muestreo 1).

N° de Parametros medidos
muestra | Conductividad eléctrica pH Temperatura (°C)
(1S/cm)
Medidas Promedio Medidas Promedio Medidas Promedio
1 360 | 360 360.0 6.5 6.5 6.5 30.5 | 305 30.5
2 290 | 284 287.0 6.7 6.6 6.6 29.0 | 29.3 29.2
3 425 | 434 429.5 6.8 6.8 6.8 30.0 | 29.9 29.9
4 426 | 426 426.0 7.6 7.6 7.6 29.0 | 29.0 29.0
5 446 | 432 439.0 6.7 6.7 6.7 30.4 | 30.0 30.2
6 405 | 407 406.0 6.5 6.5 6.5 30.0 | 29.7 29.9
7 283 | 287 285.0 6.7 6.7 6.7 31.1 | 30.3 30.7
8 460 | 455 457.5 7.3 7.3 7.3 30.9 | 30.2 30.6
9 345 | 325 335.0 7.3 7.3 7.3 29.7 | 305 30.1
10 296 | 297 296.5 6.6 6.5 6.5 29.4 | 285 28.9

Durante la medicion de parametros fisicoquimicos evaluados en la segunda toma de
muestras (tabla 20), se encontrdé que el pH se mantiene entre valores de 5.97 y 7.59,
mientras que la mayor conductividad eléctrica la presentan el agua del pozo 6 y el pozo 9,
con valores de 1,491.5 puS/cm y 979.5uS/cm respectivamente. Reflejando valores que se
incluyen dentro de los intervalos establecidos como aceptables en agua para beber
establecidos en la Norma Salvadorefia Obligatoria NSO 13.07.01:99 ( Gallardo, 2009).

Tabla 20. Parametros medidos en muestras de agua (muestreo 2).

N° de Parametros medidos
muestra Conductividad eléctrica pH
(nS/cm)
Medidas Promedio Medidas Promedio
1 329 334 3315 6.3 6.3 6.3
2 297 286 2915 6.1 6.2 6.2
3 245 240 242.5 5.9 5.9 5.9
4 503 500 501.5 5.9 6.0 6.0
5 207 197 202.0 5.8 6.7 6.3
6 1483 1500 1491.5 7.6 7.6 7.6
7 688 681 684.5 6.4 6.4 6.4
8 672 675 673.5 6.7 6.7 6.7
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Continuacién tabla 20

9 976 983 979.5 6.5 6.5 6.5
10 344 343 343.5 6.2 6.3 6.3
11 377 380 378.5 6.4 6.5 6.5
12 302 295 298.5 6.2 6.3 6.3

La tabla 21 ilustra los resultados obtenidos en las mediciones de la primera toma de
muestras, pudiéndose observar que los pozos 1, 4, 7 y 8 carecen de concentraciones
detectadas de endrin, mientras que en los pozos restantes se han obtenido concentraciones
muy bajas del analito medido.

Tabla 21. Resultados del andlisis de muestras de agua (muestreo 1).

N° de Resultados
muestra | Area | Concentracion | Area | Concentracion | Area | Concentracion | Promedio
1 (ng/L) 2 (ng/L) 3 (ng/L)
1 263 | No detectado | 155 No detectado | 197 | No detectado No
detectado
2 475 0.109 394 0.061 424 0.079 0.083 +
0.024
3 467 0.104 477 0.110 409 0.069 0.095 +
0.022
4 389 0.057 417 0.075 460 0.100 0.078 +
0.021
5 426 0.079 460 0.100 487 0.116 0.099 +
0.019
6 103 | No detectado 64 No detectado 75 No detectado No
detectado
7 67 No detectado 71 No detectado 63 No detectado No
detectado
8 260 | No detectado | 278 No detectado | 234 | No detectado No
detectado
9 305 0.007 322 0.018 385 0.055 0.027 +
0.020
10 337 0.027 313 0.013 309 0.010 0.016 +
0.09

Los resultados obtenidos en las mediciones de la segunda toma de muestras reflejan
concentraciones detectadas unicamente en el pozo 9, careciendo de sefiales producidas por

el endrin en los pozos restantes (tabla 22).
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Tabla 22. Resultados del analisis de muestras de agua (muestreo 2).

NUmero Resultados en &reas y concentraciones
de Area | Concentracion | Area | Concentracion | Area | Concentraciéon | Promedio
muestra | 1 (ng/L) 2 (ng/L) 3 (ng/L)
1 141 No detectado 124 No detectado 145 No detectado No
detectado
2 232 No detectado 187 No detectado 205 No detectado No
detectado
3 134 No detectado 133 No detectado 129 No detectado No
detectado
4 92 No detectado 119 No detectado 82 No detectado No
detectado
5 104 No detectado 93 No detectado 72 No detectado No
detectado
6 113 No detectado 97 No detectado 98 No detectado No
detectado
7 240 No detectado 223 No detectado 167 No detectado No
detectado
8 95 No detectado 79 No detectado 140 No detectado No
detectado
9 316 0.0364 496 0.0880 435 0.0852 0.069 +
0.029
10 141 No detectado 103 No detectado 107 No detectado No
detectado
11 69 No detectado 60 No detectado 75 No detectado No
detectado
12 89 No detectado 85 No detectado 74 No detectado No
detectado

Los resultados obtenidos a partir de las mediciones realizadas a muestras de agua
recolectadas en el muestreo 1 y 2 (tabla 21 y 22) reflejan que cada media experimental es
significativamente menor respecto a la concentracion de 0.6 pg/L de endrin, concentracion
establecida como el limite maximo permisible registrado en la Norma Salvadorefia
Obligatoria NSO 13.07.01:08 sobre agua potable, cuya evaluacion se realizé a través de un
contraste de significancia entre la media experimental con un valor conocido, aplicando una
prueba t (Miller y Miller, 2002), tal como se describe a continuacion:

S

_(x-w n
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La hipdtesis planteada es Ho: la media experimental no es significativamente menor que
0.6 ng/L de endrin.

Como el valor de tcy > teir @ un nivel de significancia del 95 %, se rechaza Ho; por lo tanto
la media experimental de cada muestra es significativamente menor que 0.6 pg/L de endrin.
Resultados completos de la aplicacion del contraste de significancia a cada media
experimental son presentados en el anexo 2
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9. CONCLUSIONES

Las concentraciones de endrin encontradas en las muestras de agua analizadas se ubican
por debajo del limite maximo permisible establecido en la Norma Salvadorefia obligatoria
NSO 13.07.01:08 sobre agua potable, el cual es de 0.6 ug/L de endrin. Sin embargo,
tomando en consideracion el limite de deteccion del equipo de 0.33 pg/L no es posible
afirmar la completa ausencia de dicho pesticida en el agua analizada, solamente reportar
que no se encuentran concentraciones por arriba del limite de deteccion.

Durante las evaluaciones del muestreo 1, se identificaron en los cromatogramas la
presencia de pequefios picos al minuto 9.98 pertenecientes al dieldrin, sin embargo no fue
posible su cuantificacion debido a la inestabilidad de la sefial producida por las soluciones
estandares.

Al evaluar los resultados obtenidos durante las mediciones de los pardmetros en el proceso
de validacion del método, se obtuvieron valores aceptables en cuanto a los criterios de
aceptacion establecidos por el Organismo Salvadorefio de acreditacion (OSA) y la
Asociacion Oficial de Quimicos Analiticos (AOAC). Por lo tanto, el método utilizado en la
cuantificacion del endrin ofrece confiabilidad en las medidas realizadas.

A pesar que los porcentajes de recuperacion obtenidos en la evaluacion de la exactitud
cumplen con el criterio de aceptacion establecido por la AOAC, estos pueden mejorar
significativamente si las mediciones de muestra y muestra fortificada son realizadas en un
intervalo de tiempo de aproximadamente 6 dias a partir del segundo dia de haber elaborado
las soluciones de estadndares utilizadas para la fortificacion, tiempo en el cual se ha
identificado una estabilidad en la sefial producida.

10. RECOMENDACIONES

Se recomienda el almacenamiento no prolongado de las soluciones de endrin para evitar la
contaminacion del material utilizado.

Luego de cada uso del material de vidrio este tiene que ser descontaminado mediante la
utilizacion de mezcla sulfocromica o calentamiento en mufla a temperaturas superiores a
los 245 °C, temperatura de descomposicion del endrin (Patnaik, 2007).

Tomando como base la pérdida de analito en solucion se recomienda realizar el proceso de
validacion completo en un intervalo de tiempo de 6 dias a partir del segundo dia de haber
elaborado las soluciones de estandares, con el fin de evitar variaciones significativas en la
sefial producida.

Debido a la falta de evidencia que demostrara la presencia de endrin en el agua que
consumen los pobladores del municipio de San Luis Talpa, se vuelve de suma importancia
una amplia medicion de analitos relacionados con la insuficiencia renal no solamente en
matrices acuosas sino también en muestras de suelo y fluidos corporales, cuya area de
estudio incluya todos los cantones y caserios del municipio.
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ANEXOS

Anexo 1. Proceso de tratamiento de la muestra

Paso 1. Filtracion Paso 2. Extraccion

Paso 4. Inyeccion
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Sistema utilizado para concentracion de extractos

Cromatografo de gases utilizado en mediciones
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Anexo 2. Comparacion de la media experimental con limite maximo permisible del

Endrin
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Anexo 3. Cromatogramas

a) Cromatogramas de la curva de calibracion 1
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b) Cromatograma de muestras de San Luis Talpa, muestreo 1
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c) cromatogramas de muestras de San Luis Talpa, muestreo 2
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Anexo 4. Tablas de referencia AOAC

Criterios de aceptacion para porcentaje de recuperacion

Concentracion del Analito Intervalo

100% 98 % - 101 %
10% 95 % - 102 %
1% 92 % - 105 %
0.1% 90 % - 108 %

0.01 % 85 % - 110 %

Criterios de aceptacion para porcentaje de recuperacion

Concentracion del Analito Intervalo

> 100 ug/kg 6 ug/L (ppb) 80 % - 110 %

> 10 < 100 ug/kg 6 ug/L (ppb) 70 % - 110 %
>1 < 10 pg/kg 6 pg/L (ppb) 60 % - 120 %
<1 pg/kg 6 pg/L (ppb) 50 % - 120 %




Anexo 5. Ecuaciones utilizadas

S
% CV = - x100
0 Xx

7iﬂL=1(Xi - X)Z
n—1

Estructura de una tabla ANOVA de un factor

Fuente de Suma de cuadrados | v Cuadrado medio F caicutado | F critico
variacion (SS) (MS)

Entre grupos | SSe p-1 MS, = SS, /p-1 MS. /MS;

Intra grupos | SS; N-p MS; = SSi/ N-p

(residuales)

Total SStotal = SSe + SS; N-1
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