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Figura 3. Sitios de monitoreo marino-costero en Costa Rica 

4.3. Nicaragua 
El monitoreo estará enfocado en lagunas costeras, desembocaduras de los ríos y cuencas 
hidrográficas. El Comité de Coordinación Nacional, propuesto por el Centro para la 
Investigación en Recursos Acuáticos de la Universidad Autónoma de Nicaragua 
(CIRA/UNAN), ha seleccionado las siguientes cuencas tomando en cuenta los cultivos 
presentes en ellas (Figura 4): 

• Cuenca 61: Río Escondido que drena a la Bahía de Bluefields (Región 
Autónoma Atlántico Sur). 

• Cuenca 63: Entre río Escondido y río Punta Gorda, que también drena a la Bahía 
de Bluefields (Región Autónoma Atlántico Sur). 

• Cuenca 45: Río Coco que fronteriza con Honduras y drena a la esquina noroeste 
de Nicaragua (Región Autónoma Atlántico Norte). 
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Figura 4. Cuencas seleccionadas para establecer la línea base 
del escurrimiento de plaguicidas en la zona costera 
de Nicaragua. 

Se realizarán mínimo dos mustreos anuales, uno en época seca y otro en época de lluvia.  Los 
sitios de monitoreo pueden ser ajstados en función de los resultados obtenidos en el primer 
muestreo. 
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5. TOMA DE MUESTRAS 
Este manual proporciona una detallada descripción de la logística y procedimientos de 
muestreo en el campo; sin embargo, la toma actual de muestras depende de un número 
imprevisible de factores naturales y de la logística que pueden requerir la modificación de los 
procedimientos descritos aquí, tales como factores relacionados, por ejemplo, con las 
condiciones atmosféricas, acceso a la estación de muestreo, variaciones extremas de marea y 
ciclos diurnos. 

 

5.1. Consideraciones generales 
El programa de control de calidad en el campo es un proceso sistemático el cual, 
conjuntamente con el programa dedicado a este fin en el laboratorio y posterior reporte, 
asegura un grado específico de confianza en los resultados generados durante un estudio 
ambiental. 

La calidad de los datos generados en el laboratorio depende en gran medida de la integridad 
de las muestras que arriban al laboratorio. De esta manera, la mayor fuente de errores en el 
análisis de muestras ambientales reside en una mala práctica en la toma de muestra. Los 
factores a considerar durante este procedimiento son: 

• La seguridad personal de quienes toman las muestras 
• La obtención de una muestra representativa según su análisis 
• La prevención de la contaminación de la muestra 
• El mantenimiento de documentación legal 
• La protección de la muestra de cambios químicos, físicos y biológicos antes de su 

análisis 

 

Seguridad personal 
Se deben evitar toda situación donde se ponga en peligro la seguridad personal. Por 
seguridad, la operación de toma de muestra debe hacerse, como mínimo, en pareja y 
utilizando el vestuario adecuado. Condiciones de mareas extremas y falta de luz para 
continuar con las tareas de muestreo son, por ejemplo, situaciones de preocupación en cuanto 
a la integridad de las personas. En ocasiones, tormentas severas y condiciones 
meteorológicas locales pueden ser motivo de la suspensión de las operaciones de muestreo. 
Finalmente, el personal encargado de la toma de muestra debe utilizar el equipo adecuado no 
sólo para protegerse durante la práctica del muestreo sino también para evitar contaminar la 
muestra que se está recogiendo. 

 

Registros de actividades 

El mantenimiento de una documentación (e.g., notas de campo) adecuada antes, durante y 
después de la toma de muestra es siempre aconsejable ya que, en ocasiones, un registro 
exacto de las actividades realizadas puede ayudar a resolver cualquier duda que exista con 
respecto a la muestra. Un libro debidamente encuadernado y, preferentemente, con páginas 
protegidas contra la acción del agua debe documentar, en detalle, toda actividad realizada en 
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el lugar relacionada con la toma de muestra. Información que debe registrarse incluye, como 
mínimo, hora y fecha de la recolección de la muestra, nombres de las personas que realizan la 
actividad, adecuada identificación de los recipientes, lista de muestras obtenidas, 
preservantes utilizados, muestras relacionadas con el control de calidad de la actividad, 
estado del tiempo y condiciones del lugar. Todo registro debe hacerse con tinta indeleble y 
las correcciones necesarias se deben hacer trazando una línea sobre la anotación incorrecta, 
agregando las iniciales de la persona y la fecha en que se hace la corrección. La descripción 
completa del lugar de muestreo puede ser complementada con fotos tomadas in situ. Una 
buena documentación fotográfica es la mejor manera de asegurar que cada sitio de muestreo 
es identificado correctamente. 

Uno de los documentos más importantes a mantener es la cadena de custodia. Esta forma 
documenta la historia de la muestra desde su toma hasta su ingreso al laboratorio. La cadena 
de custodia describe la muestra, quien fue la persona que realizó la toma y el tipo de 
recipiente utilizado, incluyendo dónde y cúando la muestra fue tomada. La hoja de registro 
tiene, además, lugares para registrar la firma, fecha y hora cuando la muestra pasa de mano 
en mano hasta su llegada al laboratorio. De manera similar, y como continuación de la 
documentación de campo, se debe contar con otro registro donde conste el recorrido de la 
muestra desde su ingreso al laboratorio hasto el reporte de resultados. 

Toda documentación relacionada con la operación de muestreo y el posterior análisis de las 
muestras es importante y debe archivarse apropiadamente aún hasta después de finalizado el 
estudio. 

 

Integridad 
Todas las muestras deberán estar identificadas de forma inequívoca. Los recipientes donde se 
colocan las muestras deben ser marcados correctamente al momento de tomar las mismas. 
Siempre que sea posible, el marcado se realizará directamente sobre el recipiente de la 
muestra o mediante el uso de una etiqueta engomada. La etiqueta debe ser resistente al agua 
y debe mostrar, en tinta indeleble, el nombre de la persona que realizó la toma de muestra, 
fecha, hora y lugar exacto en donde la muestra fue recogida, preservantes agregados, tipo de 
análisis a realizar y código identificatorio único de la muestra. 

Para asegurar la integridad de las muestras, puede ser necesario contar con un lugar de 
almacenamiento de acceso limitado o controlado. La cadena de custodia es el documento 
principal relacionado con la integridad de la muestra y registra cada persona que tiene 
contacto con la misma y el tiempo por el cual es responsable de ella. 

 

Representatividad 
En principio, no existe una muestra única que represente fehacientemente al sistema que se 
estudia y, por limitaciones propias del laboratorio, sólo es posible analizar una pequeña 
porción del mismo y extrapolar el resultado. Por este motivo, se han desarrollado diferentes 
diseños de muestreos en un intento de lograr muestras lo más representativas posible. Varios 
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contaminantes ambientales (e.g., hidrocarburos, plaguicidas) pueden solamente ser 
analizados en muestras individuales y la representación del sistema se logra con la toma 
repetitiva de muestras sobre un período de tiempo y promediando o analizando los 
resultados. 

El concepto de muestreo múltiple con el objeto de obtener una información integral de la 
zona de estudio se puede formalizar dentro de una serie de variables. Estas variables puede 
ser, por ejemplo, el tiempo, donde las muestras son tomadas en el mismo lugar en intervalos 
regulares de tiempo, o el espacio, donde las muestras son tomadas a distancias regulares ya 
sea en forma vertical u horizontal. Estas muestras pueden ser recogidas en las mismas 
condiciones, almacenadas y analizadas individualmente para caracterizar un área o pueden 
ser combinadas en una sola para formar una muestra representativa de donde se analiza una 
submuestra. 

 

Recipientes 
Los recipientes donde vayan a contenerse las muestras deberán estar perfectamente limpios, 
secos, adecuados y libres de contaminantes que puedan interferir con los análisis. La 
selección del material equivocado, donde la muestra se pone en contacto con superficies 
potencialmente reactivas, adsorbentes o contaminantes es una de las causas de error 
sistemático más común.  

El tipo de recipiente a elegir, generalmente de vidrio borosilicato o de polietileno de alta 
densidad (HDPE, por sus siglas en inglés), depende del tipo de muestra y de análisis que se 
vaya a realizar. Estos recipientes, que deben limpiarse en el laboratorio previamente a la 
toma de muestra o adquirirse certificados libres de contaminantes, deben ser de un tamaño 
apropiado para contener una cantidad suficiente de muestra para realizar los análisis 
planeados, incluyendo las muestras de control de calidad asociadas tales como duplicados y 
muestras enriquecidas. Una vez tratados, los recipientes destinados a contener muestras 
ambientales para el análisis de contaminantes orgánicos deben mantenerse en un lugar 
protegido que no comprometa su integridad. Las muestras para plaguicidas son normalmente 
mantenidas en recipientes de vidrio con tapas protegidas internamente con una lámina de 
teflón. 

Para el almacenamiento de las muestras de aguas pueden utilizarse botellas oscuras (color 
ámbar) de disolventes, las que no deberían haber sido re-utilizadas en el laboratorio (e.g., 
para contener desechos, preparar o contener disoluciones, etc.), mantenidas cerradas con sus 
tapas originales y acumuladas en un lugar protegido de posibles fuentes contaminantes. 

 

Preservantes 

Los preservantes son utilizados para mantener la integridad química de las muestras y deben 
ser de una calidad que no interfiera con los análisis planeados. La mayoría de las muestras 
sólidas (e.g., suelos, sedimentos y biota) requieren solamente de una temperatura por debajo 
del punto de congelamiento para conservarlas mientras que muestras líquidas (e.g., aguas) 
pueden necesitar distintos tipos de aditivos, tales como ácidos o bases, agregados para 
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controlar el pH dependiendo del tipo de análisis, y refrigeración. Generalmente, las muestras 
de aguas destinadas al estudio de contaminantes orgánicos semivolátiles son mantenidas, 
preferentemente en botellas oscuras, a una temperatura baja (4oC), con o sin el agregado de 
preservantes, hasta su análisis en el laboratorio. La preservación de muestras destinadas al 
análisis de contaminantes orgánicos está relacionada con el tiempo de almacenamiento. 

 

Transporte y tiempo de almacenamiento 
El tiempo transcurrido entre la toma de muestra hasta su análisis en el laboratorio es de una 
importancia crítica ya que, independientemente del tipo de conservación utilizada, existe la 
posibilidad de una degradación de los compuestos de interés con el tiempo. Es recomendable 
que las muestras se envíen al laboratorio dentro de las 24 horas de tomadas donde deberán 
ser almacenadas adecuadamente y de acuerdo al tipo de muestra y análisis. 

El tiempo máximo de almacenamiento de muestras destinadas al análisis de compuestos tanto 
orgánicos como inorgánicos ha sido motivo de preocupación y existen en la literatura una 
variedad de tablas y gráficas que sugieren los tiempos de almacenamiento máximos para 
distintas muestras y tipos de análisis; parte de esa información es resumida en las secciones 
correspondientes a los tipos de muestras. El tiempo de almacenamiento indicado en la 
literatura y en métodos oficiales es variable y, con frecuencia, conflictivo aunque sirven de 
guía para realizar los análisis dentro de un lapso de tiempo que no comprometa la integridad 
de la muestra. 

 

Control de calidad en el campo 
Cuando se esperan concentraciones bajas de contaminantes orgánicos, es particularmente 
importante analizar distintas muestras que ayuden a evaluar la calidad de los procedimientos 
de muestreo. Por ejemplo: 

• Blancos: Consiste en colocar agua libre de contaminantes orgánicos en un 
recipiente, similar al destinado a contener la muestra, con el agregado de los 
preservantes que se van a utilizar, llevada al campo y regresada al laboratorio para 
ser analizada con las muestras regulares. Esta muestra en blanco sirve para 
evaluar la calidad de los recipientes, pureza de los preservantes y el potencial de 
contaminación in situ. 

• Blancos de equipos de muestreo: Consiste en recoger el lavado de los equipos 
en el campo con un disolvente orgánico inmediatamente antes de la toma de 
muestra y el envío de este líquido al laboratorio para su análisis. Se controla, de 
esta manera, si el equipo de muestreo está adecuadamente descontaminado entre 
toma de muestras. 

• Blancos de transporte: Este tipo de blanco es de particular importancia en el 
estudio de compuestos volátiles. Uno de los recipientes destinados para contener 
las muestras es transportado al campo, expuesto a las condiciones existentes 
durante la toma de muestra y enviado de regreso al laboratorio para ser analizado 
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como una muestra normal. Sirve para evaluar el potencial de contaminación in 
situ y durante el transporte. 

• Duplicados de campo: Consiste en la toma de una muestra regular dividida en 
dos o más recipientes para su análisis como muestras regulares. Se controla de 
esta manera la consistencia de la técnica de muestreo y posterior análisis. Este 
tipo de muestras no debe confundirse con muestras duplicadas, las cuales son 
muestras recogidas mediante dos eventos de muestreo distintos en el mismo sitio 
y sirven para evaluar, mediante el análisis en el laboratorio, la variación natural en 
la concentración de contaminantes presente en el área de estudio. 

 

5.2. Preparación previa al muestreo 

Consideraciones logísticas 
Se recomienda un equipo de dos o tres personas como mínimo, por seguridad, para realizar la 
toma de muestras (agua, sedimentos y biota). En áreas marinas poco profundas, es posible 
alcanzar el sitio de muestreo caminando hasta pasar la zona de rompimiento de olas, para 
evitar la contaminación por sedimentos en suspensión, o llegar a la parte media de ríos y 
arroyos, si la profundidad lo permite. En áreas marino costeras de profundidad media se 
deberá acceder al sitio utilizando una pequeña lancha a motor o remo. En áreas más 
profundas, se necesitará una embarcación de mayor porte para acceder al lugar de toma de 
muestra y equipos especializados. Durante el ejercicio de toma de muestra, se deberá incluir, 
como mínimo, una descripción completa del sitio, incluyendo manera de acceso, posición 
geográfica (latitud-longitud), día, fecha y hora del muestreo, tipo de muestra, información 
sobre el tipo de recipiente que la contiene, método de muestreo utilizado, quién realizó la 
toma de muestra y, para sedimentos, cualquier otra información que se considere pertinente 
(e.g., olor, color, textura, presencia de organismos, plantas, piedras, etc.). 

Son varios los factores a considerar al planear el cronograma de toma de muestras para el 
proyecto y la logística para llevarlo a cabo: 

• La toma de muestras debe realizarse en forma sincronizada entre los países 
participantes: Colombia, Costa Rica y Nicaragua. 

• De ser posible, la fecha de toma de muestra en cada sitio debe ser mantenida en 
muestreos sucesivos (±1 semana) con el propósito de minimizar variables 
temporales (e.g., cambio de dirección de los vientos, cambios de circulación del 
agua, épocas más o menos lluviosas, etc.). 

• De existir una amplitud de mareas importante, la recolección de bivalvos en la 
mayoría de los sitios costeros deberán accederse durante un periodo de marea 
baja. El responsable del equipo de muestreo deberá obtener esta información. 

• El acceso a ciertos lugares que típicamente presentan un mar de mucha energía o 
que requieren luz diurna para trabajar, deberán planearse cuidadosamente para 
evitar accidentes. El responsable del equipo de muestreo deberá determinar el 
mejor momento para tomar la muestra sin riesgos para su gente. 
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• En presencia de una tormenta o condiciones de tiempo severas, las operaciones de 
muestreo deberán suspenderse completamente. El responsable del equipo de 
muestreo, en consulta con el encargado del proyecto, puede dar prioridad a la 
toma de muestras en otros sitios hasta que las condiciones en el sitio original 
mejoren. 

• El encargado del equipo de muestreo deberá recopilar la información relacionada 
al acceso a marinas o facilidades que permitan colocar el bote en el agua. 

• Artículos como el hielo y los contendores no siempre son fáciles de obtener en el 
campo. El encargado del equipo de muestreo será responsable de asegurar que el 
grupo tenga suficiente disponibilidad de ambos. 

Responsabilidades 

• El encargado del equipo de muestreo, en colaboración con su gente, será 
responsable de llevar a cabo la toma de muestras de manera segura y eficiente. 

• El encargado del equipo de muestreo será responsable de la localización 
apropiada del sitio de muestreo. 

• El encargado del equipo de muestreo será responsable de su gente, de los 
elementos de muestreo y la recolección de muestras acorde con los objetivos del 
proyecto. Cada miembro del equipo, sin embargo, será responsable de las 
actividades y equipamiento que le son asignados. 

 

Accesos y permisos 
Es posible que para acceder a algunos sitios de toma de muestra (e.g., propiedades privadas, 
gubernamentales, zonas protegidas o parques nacionales) o para tomar la muestra se necesite 
un permiso. 

• El permiso inicial para acceder a sitios restringidos será responsabilidad de la 
dirección del proyecto; sin embargo, cada miembro del equipo será responsable 
de confirmar la accesibilidad antes de ingresar. 

• Si el acceso a una propiedad privada fuese negado o revocado, el encargado del 
equipo de muestreo deberá contactar inmediatamente al encargado del proyecto. 
Todos los miembros del equipo de muestreo deberán evitar toda confrontación y 
hacer todo lo posible para representar a su institución de una manera positiva y 
profesional. 

• El responsable del proyecto deberá obtener, si es necesario, el permiso 
correspondiente para la toma de muestra en áreas protegidas. Será responsabilidad 
de todo el equipo de muestreo cumplir con las instrucciones y regulaciones del 
permiso, incluyendo consultar con autoridades locales antes de realizar las 
operaciones de muestreo, y de conocer las prohibiciones sobre el uso de ciertos 
equipos de muestreos, tales como dragas, en arrecifes coralinos o en sus 
proximidades. 
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Equipamiento de campo 
La elaboración de una lista control de todo el equipamiento de campo necesario para el 
muestreo asegurará que cada grupo cuente con los materiales mínimos necesarios para 
realizar la toma de muestra de manera precisa y eficiente (Tabla 3). 

Todo instrumento de muestreo deberá ser descontaminado previo a la toma de muestra como 
espátulas, palitas, cucharas, etc., las cuales se utilizarán para la transferencia de muestra del 
muestreador al recipiente, y deberán mantenerse limpias, lavadas con disolventes y envueltas 
en papel de aluminio hasta su uso y deberán descontaminarse entre tomas de muestras. 

 

Tabla 3 Equipamiento mínimo de muestreo 

Cepillo de fibra natural Refractómetro 
Pico pequeño o martillo de geólogo Hielo regular o artificial 

Procedimientos operativos de toma de muestras Botellas de salinidad 
Recipientes libres de contaminantes orgánicos(1) y 
tapa con interior de teflón para sedimentos, agua y 

biota 

Hieleras (grandes y pequeñas) 

Papel de aluminio libre de 
contaminantes orgánicos(2) 

Manual del muestreo 

Cámara digital Permisos de muestreo 
Planillas/registro de muestreo incluyendo un 

listado de muestras necesarias 
Guante de hilos metálicos para bivalvos 

Equipo de primeros auxilios Etiquetas preimpresas con información 
completa 

Medidor manual de conductividad Baldes de metal 
(10 y 20 litros) 

Posicionador Global Satelital(GPS, por sus siglas 
en inglés) portable con su manual 

Botellas de teflón o plástico de alta 
densidad para disolventes orgánicos 

Disolventes orgánicos 
(diclorometano, metanol) 

Muestreador de sedimentos 

Cartas náuticas Palita metálica o de teflón para sedimentos 
Material de oficina (lápices, marcadores 

indelebles, cinta engomada, etc.) 
Termómetro 

Cuchillo para bivalvos Radio VHF con su antena o equipo de 
comunicación 

Toallas de papel Bolsas plásticas tipo “Ziplock” 
(0,5, 1, 4 y 8 litros) 

Fotografías e información del sitio 
(si existiesen de muestreos previos) 

Etiquetas impresas 

Equipo de seguridad (cuerdas, chalecos 
salvavidas, botas, etc.) 

 

(1) Si el recipiente es de vidrio puede ser calcinado a 440oC por 4 horas; si el recipiente es de 
plástico debe ser lavado con agua/detergente libre de fosfatos y enjuagado con disolventes. 

(2) Calcinado a 440°C por 4 horas 
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Responsabilidades 

• Es responsabilidad de todo el equipo de campo asegurar que el instrumental de 
muestreo esté en excelente condiciones de trabajo y listo para ser utilizado. 

• El grupo encargado de la recepción de las muestras será responsable de la 
preparación de todo el material necesario para la preservación de las muestras 
(e.g., papel de aluminio y recipientes libres de contaminantes orgánicos, 
disolventes, etc.) a pedido del encargado del muestreo. 

• Cada miembro del equipo de muestreo será responsable de asegurar que todos los 
preparativos para las operaciones de campo estén finalizados antes de llegar a la 
estación. 

• La dirección del proyecto será responsable de implementar los cursos de 
entrenamiento dónde y cuándo sean necesarios. Por ejemplo, se espera que el 
personal de muestreo esté familiarizado con las actividades de navegación 
básicas, preparado para afrontar condiciones atmosféricas adversas o fallas 
mecánicas, y capacitado para solucionar imprevistos en las actividades de 
muestreo. 

 

Lanchas y embarcaciones 
Para estaciones costeras, se recomienda que el encargado del muestreo seleccione a un 
miembro de su equipo para compartir la responsabilidad de asegurar el mantenimiento y el 
buen funcionamiento de las lanchas y embarcaciones antes de su uso en el campo, si éstas no 
tienen un personal asignado. Un segundo integrante deberá estar encargado de controlar, o 
verificar con la persona responsable, el funcionamiento apropiado del equipamiento de a 
bordo (e.g., Posicionador Global Satelital, radios, teléfonos, guinches o plumas para dragas, 
etc.). La lancha o embarcación deberá ser probada en el agua antes de salir hacia la zona de 
muestreo. Es responsabilidad del encargado del grupo de muestreo conseguir cartas náuticas 
actualizadas de la zona de trabajo e información referente al pronóstico del tiempo para 
decidir si la operación de muestreo puede realizarse o no. Es aconsejable que todos los 
miembros del equipo estén familiarizados con técnicas de primeros auxilios y reanimación 
cardiopulmonar (CPR, por sus siglas en inglés) y capacitados para operar la embarcación en 
caso de emergencia. Todo incidente, accidente y/o recomendaciones relacionadas con la 
seguridad en el campo deberá inmediatamente comunicarse al encargado del proyecto. 

En el caso de estaciones localizadas en aguas más profundas o alejadas de la costa o lugar 
donde se encuentra la rampa de acceso, será necesario utilizar una embarcación mayor con 
personal profesional a cargo (e.g., buque oceanográfico, pesquero, naval). 
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5.3. Criterios para la toma de muestra 

Definición de Sitio y Estación 

• El sitio se define como la unidad geográfica muestreada y se selecciona de 
manera tal que sea representativo del área de estudio. 

• Dentro de cada sitio, se deberán recoger muestras de tres estaciones 
independientes con el propósito de caracterizar espacialmente al sitio. 

• La latitud y longitud correspondientes al sitio se medirán a un punto equidistante 
a ambos extremos o en el centro del círculo de muestreo según sea el caso: 

 Las estaciones extremas, localizadas a lo largo de la costa, deberán estar 
comprendidas en una distancia no mayor de 50 metros lineales del punto 
equidistante. 

 Para estaciones localizadas frente a la boca de un rio, éstas deberán estar 
ubicadas inmediatamente hacia la izquierda, al centro y hacia la derecha de 
la desembocadura. 

 Las estaciones en mar abierto deberán estar comprendidas dentro de un 
círculo de 400 metros de radio. 

• Cada sitio deberá ser identificado con un código predeterminado que identifique 
su posición. 

 

5.4. Muestras de agua superficial 
Los sitios de muestreos pueden estar localizados en zonas cercanas a la costa o en aguas más 
profundas. En general, las muestras tomadas en cercanía de la costa detectan cambios 
rápidos, en una escala de horas o días, y mayormente asociados a procesos en tierra mientras 
que muestras tomadas en sitios más alejados y profundos, representan una situación 
resultante de una escala de tiempo mucho más amplia (semanas o meses). Debido a esto, es 
importante que la posición predeterminada de los sitios de muestreos sean mantenidos sin 
cambios excepto que existan condiciones que representen un peligro para el personal 
encargado de tomar la muestra. 

1 

Documentación del lugar 
Para asegurar que las muestras en los dos años de duración del proyecto sean recolectadas en 
el mismo sitio, o como referencia para otros proyectos, el lugar en donde se realiza la toma 
de muestras debe ser debidamente documentado utilizando una combinación de Posicionador 
Global Satelital (GPS, por sus siglas en inglés) y notas, y archivados con ese propósito. La 
toma de muestras en cada una de las tres estaciones de un sitio predeterminado deberá ser 
documentada in situ y debe contener, como mínimo, la siguiente información: 

• Fecha y hora de la toma de cada muestra 

• Nombre del sitio y código de la estación 
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• Coordenadas del Posicionador Global Satelital (latitud, longitud) correspondientes 
al sitio expresadas como: 12°28'58.9” N, 79°48'22.9” W 

• Temperatura y salinidad del agua de mar 

• Descripción del sitio y, si es costero, del lugar de acceso al mismo (e.g., rampa de 
lanchas). Indicar si se toman fotografías 

• Técnica de muestreo utilizada y tipo de muestras tomadas 

• Descripción de la muestra (agua = olor, turbiedad, presencia de espuma, etc.; 
sedimento = olor, color, textura, etc.; biota = cantidad, tamaño aproximados, etc.), 
incluyendo recipiente utilizado y código único de la muestra 

• Datos hidrográficos y meteorológicos (dirección y velocidad de marea, estado del 
mar, profundidad, porcentaje de nubes, velocidad y dirección del viento). 

• Incluya cualquier otra información que considere relevante, ya sea referente al 
sitio/estaciones de muestreo o a un evento ocurrido a bordo que pudiera haber 
comprometido la muestra 

• Nombre y firma de la persona que tomó la muestra 

Si la forma donde se registra la información es extraviada o resulta dañada (e.g., anotaciones 
ilegibles), las personas que realizaron la toma de muestra deberán hacer un intento de recrear 
la información perdida y notificar inmediatamente al responsable del grupo. 

Es importante que la posición predeterminada de los sitios de muestreos sea mantenida sin 
cambios excepto que las condiciones presentes en el mismo al momento del muestreo (e.g., 
atmosféricas, circulación) representen un peligro para el personal encargado de tomar la 
muestra. En este caso, se procederá a localizar un sitio alternativo y a documentar la 
información correspondiente. 

 

Recolección de la muestra 
Los siguientes procedimientos deberán ser seguidos para obtener las muestras de agua 
subsuperficiales. La Figura 5 esquematiza los detalles de la toma de muestras, para 
insecticidas clorados, fosforados y triazinas e insecticidas carbamatos, respectivamente. 

Es preferible recoger la muestra directamente en el recipiente en el cual se almacenará y 
trasladará al laboratorio. Es importante que el recipiente ya venga limpio del laboratorio y no 
se enjuague con el agua del lugar ya que esto podría dejar una película contaminante en el 
interior del recipiente. El recipiente debe ser identificado con información del sitio de 
muestreo, nombre del operador, fecha, hora y análisis a realizar. De ser posible, es preferible 
disponer de etiquetas preimpresas con parte de esta información (e.g., sitio de muestreo y 
análisis a realizar). Los siguientes procedimientos deberán ser seguidos para obtener las 
muestras de agua según sea el caso: 
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Figura 5. Diagrama de flujo del tratamiento de muestras de 
agua en el campo 

 

Sitios poco profundos (costero marinos o ríos/arroyos) 

• Localice el sitio predeterminado utilizando la información de coordenadas del 
Posicionador Global Satelital. De preferencia, tome la muestra en un punto medio 
de la corriente principal y donde la corriente es rápida; evite zonas pocos 
profundas, con agua estancada o de muy poca circulación. 

• Obtenga una botella de 1 litro de capacidad previamente lavada y libre de 
contaminantes orgánicos y con tapa recubierta interiormente con una lámina de 
teflón y camine hacia la estación de muestreo. La misma deberá estar localizada a 
una profundidad donde la resuspensión de sedimentos de fondo no contamine la 
muestra. 

• Una vez alcanzada la estación, el operador se deberá posicionar frontalmente 
hacia mar abierto, y detrás del área de rompimiento de olas, o en contra de la 
corriente, en ríos y arroyos. 
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• Tome la botella por debajo de su cuello, sumérjala cerrada a través de la interfase 
agua-aire (película superficial) hasta una profundidad intermedia entre superficie 
y fondo (A en Figura 6). Una vez en posición, retire, con la mano libre, el tapón 
desde atrás de la botella para evitar contaminación y oriente bien la boca hacia la 
corriente (B). Mantenga su mano alejada del flujo. 

 

•  

Figura 6. Toma de muestras de aguas en lugares pocos 
profundos 

 

• Una vez que la botella está llena, tápela inmediatamente desde atrás y sin quitar la 
botella de su posición de muestreo (C) y retírela llevándola hacia arriba contra la 
corriente (D). Asegúrese de cerrar bien la botella, coloque el envase en una bolsa 
plástica para retener el líquido en caso de rotura o derrame accidental y acomode 
en una hielera evitando que las botellas se toquen entre sí. 

• Asegúrese de registrar toda la información requerida en la etiqueta de la botella 
(ver Etiquetado de las muestras). 

• En general, la literatura no menciona el uso de preservantes como un punto crítico 
para asegurar la calidad y representatividad de la muestras de agua cuando 
provienen de causes naturales. Es importante fijar el pH de acuerdo al tipo de 
análisis a realizar (ver Figura 5) y mantenerlas en frío hasta su tratamiento en el 
laboratorio, el cual debe realizarse dentro de los tiempos requeridos. 

 

En lugares algo más profundos, donde se requiere una lancha para la toma de muestra, la 
embarcación debe anclarse y esperar a que se posicione con la corriente. Si no es posible 
anclar, la misma deberá mantenerse en posición contra corriente mediante el accionar del 
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motor o remos. En ambos casos, el operador de la toma de muestra se ubicará en la proa de la 
embarcación, ligeramente inclinado hacia delante, y procederá a realizar el muestreo a unos 
50 cm de profundidad siguiendo las indicaciones anteriores. Si se está muestreando desde 
una embarcación evite hacerlo directamente en la zona de turbulencia generada por el 
movimiento de la misma ya que puede remover sedimentos del fondo. 

 

Sitios profundos 

• Localice el sitio predeterminado utilizando la información de coordenadas del 
Posicionador Global Satelital. 

Recoja agua a un metro de profundidad, cuidando de que la botella pase la 
película superficial en posición cerrada. Utilice una botella de 1 litro como se 
indicó anteriormente y utilizando un dispositivo simple, similar al que se muestra 
en Figura 7, el que puede ser fabricado y arrojado desde la embarcación para este 
propósito. Una botella de disolvente vacía y lastrada (ver detalle incluido) es 
tapada suavemente, con tapón de teflón, y lanzada atada a una boya por medio de 
 

 

Figura 7. Dispositivo simple para la toma de muestras 
de agua a un metro de profundidad. 
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una cuerda o soga de manera tal que, una vez en el agua, la boca de la botella 
quede a una profundidad de 1 metro. Al extenderse la cuerda o soga, la botella se 
abrirá para permitir la toma de muestra. La muestra deberá ser recogida de manera 
tal que se evite la posible contaminación de la lancha o embarcación. Para esto se 
deberá lanzar el muestreador corriente arriba y a una distancia que permita su 
llenado antes de que llegue a la altura de la lancha o embarcación. 

• Tape inmediatamente y reemplace la botella del muestreador. Es conveniente que 
en el muestreador se utilice la misma botella donde se almacenará la muestra ya 
que el transvase de una a otra botella conlleva el peligro de contaminación 
además de tener que lavar cuidadosamente con disolventes la botella del 
muestreador entre muestras. 

• Asegúrese de cerrar bien la botella, coloque el envase en una bolsa plástica para 
retener el líquido en caso de rotura o derrame accidental y acomode en una hielera 
evitando que las botellas se toquen entre sí. 

• Asegúrese de registrar toda la información requerida en la etiqueta de la botella 
(ver Etiquetado de las muestras). 

• Como se indicó anteriormente, la literatura no menciona el uso de preservantes 
como un punto crítico para asegurar la calidad y representatividad de las muestras 
de agua cuando provienen de causes naturales. Es importante fijar el pH de 
acuerdo al tipo de análisis a realizar (ver Figura 5) y mantenerlas en frío hasta su 
tratamiento en el laboratorio, el cual debe realizarse dentro de los tiempos 
requeridos. 

• Proceda a la siguiente estación y repita los procedimientos de muestreo hasta que 
se hayan trabajado todas las estaciones dentro del sitio, luego de lo cual se 
procede al siguiente. 

 

Manejo y tratamiento inicial de las muestras en el campo 
Las muestras de agua serán procesadas in situ (fijación del pH), ya sea a bordo de la 
embarcación o en tierra en el caso de que el acceso al sitio sea por este medio, 
inmediatamente después de ser tomadas. Durante el procesamiento de las muestras evite 
fumar o trabajar en áreas donde las muestras puedan contaminarse con las emisiones de 
motores de combustión (e.g., automóviles). 

 

Muestras de plaguicidas 

Las muestras para el análisis de plaguicidas deberán ser colocadas y almacenadas en botellas 
de vidrio de 1 L previamente tratadas para eliminar todo contaminante orgánico. Los 
recipientes de vidrio pueden comprarse certificados libres de contaminantes orgánicos o 
pueden tratarse en el laboratorio. Las botellas de vidrio pueden ser lavadas con agua y 
detergente/jabón de laboratorio libre de fosfatos, enjuagadas secuencialmente con porciones 
de distintos disolventes y puestas a secar antes de cubrir con su tapa protegida con película de 
teflón en su interior (Tabla 4). Si se van a utilizar botellas color ámbar de disolventes para el 
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almacenamiento de las muestras de aguas es imprescindible que las mismas no hayan sido re-
utilizadas en el laboratorio (e.g., contener desechos, preparar o contener disoluciones, etc.), 
mantenidas cerradas con su tapa original y acumuladas en un lugar protegido de posible 
fuentes contaminantes. Es recomendable que estos recipientes ya vengan con la etiqueta y 
código identificatorio de tipo de análisis, sitio y estación del laboratorio. 

 

Tabla 4 Recipiente recomendado para muestras de agua y su procedimiento de 
limpieza 

Parámetro Matriz Recipiente 
Recomendado 

Procedimiento de limpieza 

Insecticidas clorados y 
fosforados 
Herbicidas triazinas 
Uracil & Urea 
herbicidas 
Insecticidas carbamatos 

Aguas Botella de vidrio oscuro 
de 1 L con tapa 
protegida con lámina 
interior de teflón 

Lave tres veces con agua y 
detergente libre de fosfatos, seguido 
de tres enjuagues con agua libre de 
compuestos orgánicos, una con 
acetona de baja calidad, una con 
acetona, dos con hexano, y dos con 
diclorometano. Estos últimos 
enjuagues con disolventes calidad 
plaguicidas. Dejar secar destapado y 
una vez seco, tapar con tapa con 
interior protegido con película de 
teflón. 

 

Parámetros auxiliares 
Las mediciones de parámetros auxiliares en agua (pH, temperatura y salinidad) serán 
realizadas in situ en muestras tomadas para tal fin y nunca en la muestra reservada para los 
análisis de plaguicidas. La muestra de salinidad deberá recolectarse a no menos de 50 cm de 
la superficie para evitar determinaciones de salinidad que estén afectadas, por ejemplo, por 
lluvias recientes o excesiva evaporación superficial. La salinidad puede ser medida in situ 
utilizando un lector de conductividad manual o en el laboratorio. En el primer caso, siempre 
es recomendable retener las muestras para que algunas sean controladas en el laboratorio 
utilizando un salinómetro y asegurar de esta manera la calibración del instrumental manual. 

 

Etiquetado de las muestras 
Todos los envases de muestras deberán llevar etiquetas que indiquen el código de 
identificación del sitio, número de estación, fecha y hora, tipo de análisis a realizar, 
preservantes agregados e iniciales de la persona que tomó la muestra. 
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Almacenamiento 
Las muestras de agua para el análisis de plaguicidas deberán fijarse el pH y mantenerse 
refrigeradas, no congeladas, a 4oC o conservadas en una hielera con suficiente hielo hasta su 
regreso al laboratorio al final del día donde se almacenarán refrigeradas hasta su extracción y 
análisis (Tabla 5). 

 

Tabla 5. Métodos de preservación y tiempos máximos de almacenamiento 
recomendados para muestras de agua 

Parámetro Preservación Tiempos máximos de almacenamiento 
Insecticidas 
clorados y 
fosforados 

Enfriamiento a 4°C; pH = 6-8 Extracción en 7 días; análisis 40 días después de la 
extracción. Herbicidas 

triazinas 
Uracil & Urea 
herbicidas 
Insecticidas 
carbamatos 

Enfriamiento a 4°C; pH <4 con 
H2SO4 o HCl 

Extracción en 7 días; análisis 40 días después de la 
extracción. 

Nota: Diazinon presenta inestabilidad en el medio acuoso por lo que si este compuesto es de interés, la muestra 
debe ser extraída inmediatamente después de tomada. 

 

Cadena de custodia 
Al final del día, el equipo de muestreo deberá revisar las actividades realizadas durante la 
jornada, marcando los sitios trabajados e indicando toda observación en las planillas que 
consideren pertinente. Las muestras y todas las planillas, en este punto, serán transferidas a la 
persona responsable de su custodia quien se encargará de su posterior distribución a los 
diferentes grupos analíticos. 

 

5.5. Muestras de sedimentos superficiales 
El criterio para la toma de muestras de sedimentos se ilustra en la Figura 8 y se resume a 
continuación: 

• El sitio deberá seleccionarse en un área que integre la contaminación de múltiples 
fuentes en lugar de reflejar el aporte de un punto en particular. Sin necesidad de 
realizar un estudio detallado, la selección adecuada de un sitio depende 
principalmente de la evaluación previa de las fuentes de contaminación en el área, 
circulación y profundidad en la zona y la experiencia del equipo de muestreo. En 
general, sedimentos que están localizados a la salida de un efluente o en lagunas 
pocos profundas, compuestas principalmente de efluentes, deberán evitarse ya que 
no son sitios verdaderamente representativos del área y no obedecen al objetivo 
del programa de monitoreo. En un área de buena circulación será suficiente 
recolectar muestras en sitios alejados unos 300-500 metros de las fuentes de 
contaminación conocidas. 
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• Sólo sedimentos que tienen como mínimo un 20% de materiales finos (i.e., limos 
y arcillas) deberán conservarse como muestras. 

• El personal de campo será responsable de decidir si el sedimento del sitio es 
adecuado para su toma o si se deberá buscar un sitio diferente. 

• La toma de sedimentos deberá realizarse en áreas que nunca han sido expuestas al 
aire durante períodos de marea baja y de baja energía que permita la deposición 
de sedimentos finos. 

• Las muestras de sedimentos nunca deberán ser recogidas debajo de estructuras 
artificiales (e.g., muelles) o de grandes rocas ni moviendo las mismas. 

• Si no se pueden localizar sedimentos que se consideren adecuados para su 
recolección dentro del sitio preseleccionado, el encargado del equipo de muestreo 
deberá comunicarse con la dirección del proyecto para una posible relocalización 
del sitio. 

• Si se recogen muestras de agua o biota en el área, la muestra de sedimento deberá 
estar expuesta a la misma masa de agua. 
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Figura 8. Diagrama de flujo para la toma de muestras de 
sedimentos 

 

Documentación del lugar 
Ver sección 5.4 (Muestras de agua superficial, Documentación del lugar) 

Recolección de la muestra 
El objetivo del proyecto es estudiar el escurrimiento reciente de plaguicidas modernos, por lo 
que la capa superficial de sedimentos no alterados deberá ser recolectada con cuidado en 
cada una de las tres estaciones de cada sitio. Al elegir el sedimento a muestrear se deberá 
tener presente que las concentraciones de contaminantes orgánicos son generalmente 
mayores en sedimentos con altos porcentajes de materiales finos (e.g., alto contenido de 
limos y arcillas). 
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En la colecta de muestras de sedimentos es importante considerar las características del 
mismo, tales como su textura, consolidación y contenido de materia orgánica, para decidir el 
equipo a utilizar (Tabla 6). Conocer las limitaciones de cada muestreador ante distintos tipos 
de sedimentos es importante ya que algunos podrían disturbar más que otros una capa de 
sedimentos muy finos. Similarmente, sedimentos consolidados requerirán la utilización de un 
muestreador que posibilite una mayor penetración. 

• En aguas muy poco profundas (arroyos y ríos pequeños) los sedimentos serán 
recolectados a mano utilizando una palita pequeña o cuchara de acero inoxidable 
o teflón. El acercamiento al lugar debe realizarse en contra de la corriente para 
evitar que el área se contamine con sedimentos resuspendidos en una zona distinta 
de la que se quiere muestrear. Antes de cada uso, el utensilio deberá ser lavado 
con detergente/jabón de laboratorio, libre de fosfatos, y agua, secado y enjuagado 
tres veces con metanol seguido de diclorometano para remover cualquier residuo 
orgánico. Los disolventes que se utilicen para estos enjuagues deben ser 
recolectados en una botella y regresados al laboratorio para ser desechados acorde 
a su política de tratamiento de desechos. En la toma de sedimentos muy finos, el 
utensilio debe subirse lentamente tratando de evitar corrientes rápidas para evitar 
la pérdida selectiva de estos materiales finos. 
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Tabla 6. Muestreadores de sedimentos de fondo 

Estos muestreadores están designados para recoger una muestra representativa de sedimentos de fondo. La 
porción de sedimento que se recoge debe ser lo suficientemente profunda para evitar el mezclado de la capa 
superficial. El mecanismo de cerrado es necesario para mantener el sedimento y evitar el lavado del mismo 
durante la subida. La abertura en la parte superior de estos equipos no sólo permite el flujo de agua para lograr 
así un acercamiento al fondo sin que se afecte por una onda de presión sino que también es el acceso directo a la 
capa de sedimento superficial una vez a bordo. 

 

El “Box-corer” o muestreador de caja es uno de los instrumentos 
muestreadores de sedimentos más simples y comúnmente usados. En su 
versión más grande, la caja de acero inoxidable del muestreador puede 
contener un volumen de sedimento de 50cm x 50cm x 75cm 
prácticamente sin disturbarlos. Una vez a bordo, la caja puede ser 
retirada de la estructura y llevada al laboratorio para procesar (toma de 
submuestras). 
 
El tamaño de muestra es controlado por la velocidad en que el 
muestreador es bajado hacia el fondo marino. Un fondo más firme 
requiere de una velocidad mayor para obtener una muestra completa. 
Una vez que el muestreador de caja ha tomado la muestra, la misma es 
asegurada por el desplazamiento de dos compuertas que cubren 
completamente el fondo de la caja. 

 

La draga tipo van Veen es un muestreador relativamente liviano el 
cual, posado suavemente sobre la superficie sedimentaria, está 
designado a la toma de sedimentos suavemente compactados. Su 
construcción de brazos largos, amplia superficie y bordes de penetración 
afilados permiten la toma de grandes cantidades de sedimentos blandos 
con mínima alteración de su superficie. Al retirarse, el cable de 
recuperación actúa sobre los largos brazos del muestreador los que 
penetran profundamente en el sedimento por debajo del mismo cerrando 
su fondo y permitiendo la recuperación de la muestra. 
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Tabla 6. Muestreadores de sedimentos de fondo (cont.) 

 

La draga Ekman está designada para la colecta de sedimentos suaves 
en cuerpos de agua pocos profundos. A medida que la caja es bajada 
hacia los sedimentos, dos puertas de metal en la porción superior se 
abren para dejar pasar el agua; mismas que se cierran durante la 
recuperación para evitar el lavado del sedimento. Una vez en el fondo, 
un mensajero es lanzado por la línea y libera las dos cuchillas inferiores. 
El muestreador puede también utilizarse con extensiones metálicas de 
1,5 y 3,0 metros para su operación desde un bote en aguas someras. 

 

El nucleador por gravedad (“Gravity Corer”) se opera desde una 
embarcación relativamente mayor con un guinche adecuado para bajar y 
subir el muestreador el cual puede ser bastante pesado. El muestreador 
es lanzado verticalmente y las muestras son recogidas dentro de una 
camisa plástica interior bajo la fuerza gravitacional que producen las 
pesas del equipo. Este muestreador es simple, robusto y relativamente 
confiable. La mayor desventaja es su peso. 

 

• En aguas poco profundas (ríos y zonas marino-costeras) los sedimentos deberán 
recolectarse a mano utilizando una draga pequeña tipo “box-corer” o muestreador 
de caja, operado desde una lancha, y una espátula o palita de acero inoxidable. Al 
igual que en el caso anterior, el acercamiento al lugar debe realizarse en contra de 
la corriente para evitar contaminar el área con sedimentos resuspendidos. 
Similarmente, antes de cada uso, la draga y la espátula deberán ser lavadas como 
se indicó anteriormente. Los disolventes utilizados deberán ser recolectados y 
regresados al laboratorio para su disposición final. Con la espátula de acero 
inoxidable se tomará el primer centímetro del sedimento, luego de observar que el 
sedimento no haya sido agitado durante la operación, y se colocará en un 
recipiente de vidrio de 500 mL previamente tratado y libre de contaminantes. 

• En aguas profundas (mar abierto) donde la toma de muestra en forma manual no 
es posible, se deberá utilizar una draga tipo “box-corer” de mayor tamaño 
operadas desde una embarcación de mayor envergadura. Alternativamente, se 
podrán utilizar equipos nucleadores o muestreadores tipo draga “van Veen”. 
Siempre se debe tener la precaución de retirar lentamente el “box-corer” o draga 
“van Veen” del fondo para permitir el cerrado de las láminas inferiores. Una vez 
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recogido el sedimento, sólo se debe retener el centímetro superior del sedimento. 
Los mismos requerimientos y precauciones discutidos en el punto anterior deben 
observarse aquí. 

Los siguientes procedimientos deberán ser seguidos para obtener las muestras de sedimentos 
superficiales (Figura 9). 

• Localice el sitio predeterminado utilizando la información de coordenadas del 
Posicionador Global Satelital. En general, los sedimentos blandos, compuestos 
mayormente de materiales finos, son fácilmente recolectados. 

• Utilice el tipo de muestreador y medio de acercamiento más apropiado de acuerdo 
a la profundidad del sitio y con una palita pequeña o cuchara de acero inoxidable 
o teflón, previamente lavadas y recoja suficiente sedimento (~200 g) de la capa 
superficial (~1 cm) en un recipiente de vidrio de 500 mL previamente tratado y 
libre de contaminantes para el análisis de plaguicidas. Evite colectar el sedimento 
en contacto con los lados de la draga o muestreador, o a menos de un centímetro 
de distancia, para reducir la posibilidad de contaminación. De igual manera se 
deberá evitar tocar los laterales del muestreador con la cuchara o espátula que se 
utilice para recoger la muestra de sedimento superficial. 

• Si es necesario combinar sedimentos de múltiples tomas dentro de la misma 
estación para completar la cantidad necesaria, porciones iguales de cada toma 
deberán ser depositados en el recipiente correspondiente al sitio. 

• No llene el recipiente más de 2/3 de su capacidad para permitir la expansión sin 
rotura durante su congelamiento. 
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Figura 9. Diagrama de flujo del tratamiento de muestras de 
sedimentos en el campo 

 

• Una vez completada la recolección de muestra, coloque el recipiente, 
debidamente identificado y dentro de una bolsa plástica para contener la muestra 
y evitar la contaminación de las restantes en caso de rotura o derrame accidental, 
en una hielera con hielo para su transporte al laboratorio. Congele la muestra tan 
pronto como pueda. 

• De la misma manera colecte ~100 gramos y colóquelos en una bolsa tipo 
“Ziplock” para la determinación de granulometría y conserve la muestra en una 
hielera sin o con poco hielo para protegerla de las condiciones ambientales. Esta 
muestra no debe ser congelada. 
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• Proceda a la siguiente estación y repita los procedimientos de muestreo (Figura 9) 
hasta que todas las estaciones dentro del sitio se hayan trabajado, luego de lo cual 
se procede al siguiente sitio (Figura 8). 

• Asegúrese que el equipo es acondicionado como se indicó anteriormente entre 
estaciones, independientemente si las mismas corresponden al mismo sitio o no. 

 

Criterio de aceptabilidad de la muestra de sedimento 
Todas las muestras deberán ser visualmente inspeccionadas para asegurar que el sedimento 
ha sido tomado hasta la profundidad deseada y que no hay evidencia de un cierre incompleto 
de la draga o que la draga no penetró el sedimento en un ángulo no deseado o se inclinó 
durante su izado resultando en pérdida o perturbación del sedimento (ver ilustración en 
Tabla 6). 

Si la muestra recogida presenta alguno de los problemas mencionados, la misma deberá ser 
rechazada y colectarse otra muestra en esa estación. La posición de la nueva muestra deberá 
ser próxima a la ubicación de la muestra original. La muestra rechazada deberá ser 
descartada de manera que no afecte la nueva muestra u otras posiciones donde se colectarán 
muestras. 

 

Manejo y tratamiento inicial de las muestras en el campo 
Las muestras de sedimentos serán procesadas in situ, ya sea a bordo de la embarcación o en 
tierra en el caso de que el acceso al sitio sea por este medio, inmediatamente después de ser 
tomadas. Durante el procesamiento de las muestras (Figura 9) evite fumar o trabajar en áreas 
donde las muestras puedan contaminarse con las emisiones de motores de combustión (e.g., 
automóviles). 

 

Muestras de plaguicidas 
Las muestras para el análisis de plaguicidas deberán ser colocadas y almacenadas en 
recipientes de vidrio de 500 mL previamente tratados para eliminar todo contaminante 
orgánico. Los recipientes de vidrio pueden comprarse certificados libres de contaminantes 
orgánicos o pueden tratarse en el laboratorio. Los recipientes de vidrio pueden ser lavados 
con agua y detergente/jabón de laboratorio libre de fosfatos, enjuagados secuencialmente con 
porciones de distintos disolventes y puestos a secar antes de cubrirse con su tapa protegida 
con película de teflón. Alternativamente, los recipientes pueden ser tapados con papel de 
aluminio después de ser lavados con agua y jabón/ detergente libre de fosfatos y puestos a 
quemar a 440oC por 4 horas (Tabla 7). Es recomendable que estos recipientes ya vengan, del 
laboratorio, con la etiqueta y código de identidad de tipo de análisis y el sitio y la estación de 
muestreo. 
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Tabla 7 Recipiente recomendado para muestras de suelos/sedimentos y su 
procedimiento de limpieza 

Parámetro Matriz Recipiente 
Recomendado 

Procedimiento de limpieza 

Insecticidas clorados y 
fosforados 
Herbicidas triazinas 
Uracil & Urea 
herbicidas 
Insecticidas carbamatos 

Suelos 
Sedimentos 

Frasco de 500 mL con 
tapa protegida con 
lámina interior de teflón 

Lave tres veces con agua y 
detergente libre de fosfatos, seguido 
de tres enjuagues con agua libre de 
compuestos orgánicos, una con 
acetona de baja calidad, una con 
acetona y dos con hexano, ambos 
disolventes calidad plaguicidas. 
Dejar secar destapado y una vez 
seco, tapar con papel de aluminio y 
calcinar en mufla a 440°C por 4 
horas. Dejar enfriar y tapar con tapa 
con interior protegido con película de 
teflón sin remover el papel de 
aluminio hasta el momento del 
muestreo. 

 

Parámetros auxiliares 
Los contaminantes orgánicos en sedimentos están generalmente asociados con los materiales 
finos, y la materia orgánica adsorbida sobre estos, por lo que la determinación del tamaño de 
grano y el contenido de carbón orgánico y la humedad es importante para explicar valores 
aparentemente atípicos por normalización de los resultados. 

 

Granulometría 

Las muestras de sedimentos destinadas a la determinación de tamaño de grano deberán ser 
recogidas en bolsas plásticas tipo “Ziplock” y mantenidas a temperatura ambiente y 
protegidas del calor (e.g., no dejadas al sol) dentro de una hielera sin hielo. Es recomendable 
que estas bolsas vengan previamente etiquetadas del laboratorio con el código que identifica 
el tipo de análisis y el sitio y la estación de muestreo. 

 

Carbón orgánico total y humedad 

Las mediciones de otros parámetros auxiliares en sedimentos (carbón orgánico total y 
humedad) serán realizadas en alícuotas tomadas de las muestras destinadas al análisis de 
plaguicidas por lo que no es necesario recoger o procesar material extra. 
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Etiquetado de las muestras 
Todos lo contenedores de muestras (recipientes de vidrio y bolsas plásticas) deberán llevar 
etiquetas en su exterior que indiquen el código del sitio, número de estación, fecha y hora, 
tipo de análisis a realizar e iniciales de la persona que toma la muestra. 

 

Almacenamiento 
Las muestras de sedimentos para el análisis de plaguicidas deberán congelarse, si es posible, 
inmediatamente después de tomadas o conservarse en una hielera con hielo hasta su regreso 
al laboratorio al final del día donde se congelarán (Tabla 8). En este último caso, es 
importante que los recipientes se mantengan sobre el hielo y aislados del mismo con papel 
periódico, o similar, para evitar la posibilidad de contaminación al ponerse los recipientes en 
contacto con el agua. Por el mismo motivo, se deberá evitar que se junte agua dentro de la 
hielera. En general, no se aconseja el uso de productos químicos para preservar la integridad 
de analitos en muestras de sedimentos. 

Las muestras destinadas al análisis de tamaño de grano deberán ser mantenidas y 
transportadas al laboratorio a temperatura ambiente, dentro de una hielera o similar para su 
protección. 

 

Tabla 8. Métodos de preservación y tiempos máximos de almacenamiento 
recomendados para muestras de suelos y sedimentos 

Parámetro Preservación Tiempos máximos de almacenamiento 
Insecticidas 
clorados y 
fosforados 

Congelamiento a -20°C Extracción en 14 días; análisis 40 días después de la 
extracción. 

Herbicidas 
triazinas 
Uracil & Urea 
herbicidas 
Insecticidas 
carbamatos 

 

Cadena de custodia 

Ver sección 5.4 (Muestras de agua superficial, Cadena de custodia) 

 

5.6. Muestras de biota: Bivalvos 
El término bivalvos se refiere a almejas, mejillones y ostras. En la Tabla 9 se describe y se 
presenta información sobre hábitat, tamaño y características como una guía simple para la 
identificación de especies de interés para este proyecto. Las especies más comunes en el área 
de estudio son: 
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• Crassostrea rhizophorae 

• Isognomon alatus 
Estas especies de bivalvos se encuentran ampliamente distribuidas en el Mar Caribe por lo 
que pueden proporcionar una buena cobertura de la región. En aquellas estaciones donde 
habitan más de una especie, se deberá tomar una muestra de cada una, mantenidas separadas, 
para comparar la acumulación de contaminantes por las mismas al estar expuestas a los 
mismos niveles ambientales. Esta información facilitará la integración del área cuando 
distintas especies son muestreadas. Si se observan otras especies de bivalvos, éstas también 
deberán ser recolectadas para su potencial análisis. 

 

Tabla 9 Identificación de bivalvos 

Parámetro Crassostrea rhizophorae 
(Guilding, 1828) 

Isognomon alatus 
(Gmelin, 1791) 

Sinónimos 
menores 

Ostrea arborea, O. parahibensis, O. 
parasitica, O. praia, O. rhizophorae 

Isognomon alata, Ostrea alatus, Pedalion 
alatus, Perna alatus, P. oblicua 

Nombre común Ostión de mangle Ostión plano 
Imagen 

Tamaño Hasta 150 mm de largo Hasta 80 mm de largo 
Concha Valva izquierda de copa profunda y 

mayor tamaño que la derecha plana. 
Bordes irregulares y de forma variable, 

Margen interno suave. 

Valvas ovales, en forma de abanicos 
aplanados, muy comprimidas, valva 

derecha es plana, y la izquierda 
moderadamente obesa 

Exterior Grisáceo, gris claro a gris manchado Gris manchado a gris púrpura, café o 
negro 

Interior y línea 
paleal 

El interior es blancuzco a gris claro con la 
impresión muscular púrpura, cerca del 
margen dorsal; los márgenes internos 

rectos y lisos; el de la valva izquierda con 
manchones azul púrpura 

El interior es aperlado, pero esta textura 
no se extiende hasta los márgenes. La 

línea paleal es discontinua. Abertura bisal 
en el margen anterior cerca de la parte 

dorsal 
Hábitats Viven adherida a raíces de manglares, 

rocas u otros substratos duros. Es una 
especie que habita en zona intermareal o 
poco profunda. La población puede ser 

fácilmente afectada por sobre explotación 

Viven adheridas a raíces de mangles y 
rocas mediante el biso y formando 

agrupaciones. Se encuentra en zonas 
intermareal o poco profunda. 

Distribución 
geográfica 

Golfo de México, Caribe, Las Antillas, 
Brasil y Uruguay 

Golfo de México, Las Antillas, Centro 
América, Brasil, Bermudas 

Comentarios Puede confundirse con Crassostrea 
virginica (Gmelin, 1791) 
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El sitio adecuado para la toma de muestras de bivalvos deberán tener las siguientes 
características: 

• El sitio deberá seleccionarse en un área que integre la contaminación de múltiples 
fuentes en lugar de reflejar el aporte de un punto en particular. La selección 
adecuada de un sitio depende principalmente de la evaluación previa de las 
fuentes de contaminación en el área, circulación y profundidad en la zona y la 
experiencia del equipo de muestreo. En general, bivalvos que están directamente 
expuestos a la salida de un efluente, en lagunas poco profundas, compuestas 
principalmente de efluentes, o pegados a estructuras realizadas por el hombre 
(muelles, pilares, etc.) deberán evitarse para no obtener un valor no representativo 
del área. En un área de buena circulación será suficiente recolectar muestras en 
sitios alejados unos 300-500 metros de las fuentes de contaminación conocidas. 

• El sitio deberá tener bivalvos nativos, de tamaño y abundancia adecuados, que 
permitan un muestreo bianual durante los dos años del proyecto sin peligros de 
agotar los recursos de la zona. 

• El sitio seleccionado deberá estar accesible durante los dos años del proyecto; es 
decir que no se espera ninguna disrupción física del lugar (construcciones, 
dragado) 

• La toma de muestra deberá estar limitada a sustratos naturales (rocas, manglares) 
y se deberán evitar todos aquellos que no lo son (muelles, pilares, boyas). 

 

Documentación del lugar 
Ver sección 5.4 (Muestras de agua superficial, Documentación del lugar) 

 

Recolección de la muestra 
El tamaño preferible para la recolección de bivalvos es de 100 a 150 mm y de 60 a 80 mm 
para Crassostrea rhizophorae e Isognomon alatus, respectivamente. 

Los bivalvos pueden ser recolectados a mano, con pinzas o dragas. La recolección a mano es 
el método preferido y deberá ser utilizado en todos los sitios localizados en zonas entre 
mareas o en áreas poco profundas. Muchos bivalvos, como las ostras, pueden ser 
simplemente despegados y separados de los materiales adheridos utilizando un cuchillo de 
ostras o un pico pequeño (martillo de geólogo). En el caso de bivalvos que se adhieren a su 
substrato natural por medio del biso se deberá utilizar un par de tijeras o un cuchillo para 
evitar dañar el animal al retirarlo del lugar. En lugares ligeramente más profundos, los 
bivalvos deberán ser recolectados utilizando pinzas diseñadas para este propósito mientras 
que a profundidades mayores se deberá utilizar una draga. Los bivalvos y conchas que se 
presentan aglomerados deben ser separados utilizando un cuchillo de ostras o pico pequeño. 

Los procedimientos específicos para la toma de muestras de bivalvos son resumidos a 
continuación y mostrados, como un diagrama de flujo, en Figura 10. 
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Figura 10. Diagrama de flujo del tratamiento de muestras de 
bivalvos en el campo 

• La posición geográfica del sitio y el método utilizado deberán ser debidamente 
documentados. Las muestras de bivalvos serán recolectados de zonas de entre 
mareas o bajo la línea de marea baja a mano o utilizando pinza o draga según sea 
la profundidad del sitio. Un mínimo de 30 bivalvos, o el número de individuos 
necesarios para juntar 200 g de tejido húmedo, deberán ser recogidos para el 
análisis de plaguicidas. Los bivalvos deberán ser envueltos en doble hoja de papel 
de aluminio libre de contaminantes orgánicos y puestos en doble bolsa plástica 
tipo “Ziplock” con su etiqueta identificatoria entre ellas. 

• Las tres muestras correspondientes a un sitio deberán ser colocadas en 
contenedores (hieleras) separados e identificados de otros sitios para asegurar que 
las muestras no son intercambiadas por accidente. 

• Procure que no se junte agua de deshielo dentro de los contenedores o que los 
bivalvos no entren en contacto con el agua para evitar su apertura y 
contaminación o muerte. 
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Manejo y tratamiento inicial de las muestras en el campo 
Los bivalvos no deberán ser abiertos o procesados en el campo. A medida que las muestras 
son recogidas, serán separadas e identificadas de acuerdo a sus estaciones y sitios. Se deberá 
hacer el esfuerzo de recoger bivalvos de tamaño similar y dentro del rango preestablecido 
para que los organismos que se combinan en una muestra representen una edad o grado de 
madurez similar. Esto también aplica a las muestras duplicadas. 

 

Limpieza y clasificación 
Los bivalvos deberán ser liberados del sedimento e incrustaciones al momento de tomar la 
muestra. Para eso se deberá utilizar un cepillo de fibra natural y agua del lugar. Los bivalvos 
serán separados y contados para asegurar que un número adecuado de organismos (30+ 
organismos por estación, dependiendo del tamaño) han sido juntados para el trabajo analítico. 
Si los bivalvos son extremadamente pequeños, un mayor número de bivalvos deberán ser 
juntados para asegurar un tamaño de muestra ideal (~200 g de tejido húmedo) para completar 
todos los análisis químicos incluyendo replicados. Las muestras de bivalvos deberán ser 
envueltos en doble papel de aluminio libre de contaminantes orgánicos y luego colocado en 
doble bolsa plástica tipo “Ziplock”. Las muestras correspondientes a cada estación dentro de 
un sitio deberán poseer su propio número identificatorio. Durante el procesamiento de las 
muestras (Figura 10) evite fumar o trabajar en áreas donde las muestras puedan contaminarse 
con las emisiones de motores de combustión (e.g., automóviles). 

 

Muestras de plaguicidas 
Una vez en el laboratorio, los bivalvos cerrados deberán lavarse nuevamente con agua 
limpia, siempre en movimiento para evitar que se abran, y secarse con papel toalla. Los 
bivalvos, correspondiente a cada una de las tres estaciones dentro de un sitio, son abiertos 
con la ayuda de un cuchillo para ostras y el tejido es separado de las conchas y colocados en 
un frasco de 500 mL libre de contaminantes orgánicos (Tabla 10), etiquetado con la 
información correspondiente, cubiertos con una tapa con película de teflón en su interior y 
congelados a -20ºC hasta su análisis. No llene el envase más de 2/3 de su capacidad para 
permitir la expansión del contenido durante su congelamiento sin rotura del recipiente. 
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Tabla 10 Recipiente recomendado para muestras de biota y su procedimiento de 

limpieza 

Parámetro Matriz Recipiente 
Recomendado 

Procedimiento de limpieza 

Insecticidas clorados y 
fosforados 
Herbicidas triazinas 
Uracil & Urea 
herbicidas 
Insecticidas carbamatos 

Biota Frasco de 500 mL con 
tapa protegida con 
lámina interior de teflón 

Lave tres veces con agua y 
detergente libre de fosfatos, seguido 
de tres enjuagues con agua libre de 
compuestos orgánicos, una con 
acetona de menor calidad, una con 
acetona y dos con hexano, ambos 
disolventes calidad plaguicida. Dejar 
secar destapado y una vez seco, tapar 
con papel de aluminio y calcinar en 
mufla a 440°C por 4 horas. Dejar 
enfriar y tapar con tapa con interior 
protegido con película de teflón sin 
remover el papel de aluminio hasta el 
momento del muestreo. 

 

Etiquetado de las muestras 
Todos los recipientes de vidrio deberán llevar etiquetas en su exterior que indiquen el código 
que identifique el sitio, número de estación, fecha y hora, tipo de análisis a realizar e iniciales 
de la persona que tomó la muestra. 

 

Almacenamiento 
Todas las muestras deberán ser colocadas con hielo en hieleras a bordo de la lancha o 
embarcación hasta el final del día. Al finalizar la jornada, las muestras serán transferidas al 
laboratorio donde se comenzarán a procesar para su almacenamiento (Tabla 11). Es 
importante que durante el almacenamiento en el campo y el transporte hacia el laboratorio, 
las bolsas de bivalvos se mantengan sobre el hielo y aislados del mismo con papel periódico, 
o similar, para evitar la posibilidad de contaminación al ponerse los organismos en contacto 
con el agua con posibilidad de que se abran. Por el mismo motivo, se deberá evitar que se 
junte agua dentro de la hielera dejando abierta la llave de drenaje. 

 

Cadena de custodia 
Ver sección 5.4 (Muestras de agua superficial, Cadena de custodia) 
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Tabla 11. Métodos de preservación y tiempos máximos de almacenamiento 
recomendados para muestras de biota. 

Parámetro Preservación Tiempos máximos de almacenamiento 
Insecticidas 
clorados y 
fosforados 

Congelamiento a -20°C Extracción en 14 días; análisis 40 días después de la 
extracción. 

Herbicidas 
triazinas 
Uracil & Urea 
herbicidas 
Insecticidas 
carbamatos 
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6. PROCESAMIENTO ANALITICO DE LAS MUESTRAS 
Los métodos analíticos que se discuten a continuación son una recopilación de las técnicas 
utilizadas por laboratorios de la Administración Nacional de Océanos y Atmósfera (NOAA, 
por sus siglas en inglés) de los Estados Unidos de América, para su programa de monitoreo 
“National Status and Trends Program” que se viene desarrollando desde 1986 (NOAA, 1998) 
y por el Laboratorio de Análisis de Plaguicidas (LAPA) perteneciente al Centro de 
Investigación en Contaminación Ambiental (CICA) de la Universidad de Costa Rica (UCR). 
En esta sección, los métodos son presentados en forma breve y, en cuadros grisados, se 
presentan las distintas secciones descritas paso a paso para aquellos analistas que lo 
necesiten. Muchas de estas técnicas son adaptaciones de métodos de la Agencia de 
Proteccion Ambiental de los Estados Unidos de America (U.S. EPA, por sus siglas en 
inglés); para mayor información, es aconsejable consultar esos métodos en sus revisiones 
más recientes (Tabla 12). 

 

6.1. Interferencias 
Interferencias en los métodos dedicados al análisis de contaminantes orgánicos a niveles 
trazas pueden deberse a contaminantes presentes en disolventes, reactivos, cristalería u otros 
instrumentos utilizados en las tomas de muestras y su posterior tratamiento. Estas 
interferencias pueden causar falsos positivos durante el análisis instrumental. Todos los 
materiales utilizados en estos métodos deben ser controlados de estar libres de interferencias 
al procesar, con cada batería analítica, muestras destinadas al control de calidad en el 
laboratorio, tales como blancos y blancos enriquecidos. 

Interferencias provenientes de la matriz resultan de la co-extracción de compuestos distintos 
a los analitos de interés. En general, las muestras de aguas naturales presentan pocos 
problemas de interferencias por lo que la limpieza mediante cromatografía en columna sólo 
deberá utilizarse cuando se observa color en el extracto que pudiese sugerir la posibilidad de 
interferencias. En contraste, azufre elemental y materiales lipídicos, naturalmente presentes 
en suelos y sedimentos, pueden causar interferencias en el análisis de los extractos de estas 
muestras. La limpieza de estos extractos para remover azufre y lípidos es posible mediante el 
uso de cobre activado y columna de cromatografía conteniendo sílica gel y alúmina, 
respectivamente. La eficacia de estos pasos es controlado por el tratamiento y posterior 
análisis de muestras de control de calidad destinadas a este propósito como muestras 
duplicadas, muestras enriquecidas y, si están disponible, materiales de referencia. 
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Tabla 12. Métodos de la Agencia de Protección Ambiental de los Estados Unidos 
(U.S. EPA) relevantes a este proyecto 

EPA – Método Nro. Título 
507 Determination of nitrogen and phosphorous-containing pesticides in water by gas 

chromatography with a nitrogen-phosphorus detector 
508 Determination of chlorinated pesticides in water by gas chromatography eiyh an 

electron capture detector 
525.2 Determination of organic compounds in drinking water by liquid-solid extraction 

and capillary column gas chromatography/mass spectrometry 
608 Organochlorine pesticides and PCBs 
614 Determination of organophosphorus pesticides in municipal and industrial 

wastewater 
617 Determination of organohalide pesticides and PCBs in municipal and industrial 

wastewater 
619 Determination of triazine pesticides in municipal and industrial wastewater 
632 Determination of carbamate and urea pesticides in municipal and industrial 

wastewater 
1656 The determination of organo-halide pesticides in municipal and industrial 

wastewater 
1660 Determination of pyrethrins and pyrethroids in municipal and industrial 

wastewater 
3500B Organic extraction and sample preparation 
3510C Separatory funnel liquid-liquid extraction 
3540C Soxhlet extraction 
3550B Ultrasonic extraction 
3600C Cleanup 
3610B Alumina cleanup 
3620B Florisil cleanup 
3630C Silica gel cleanup 
3660B Sulfur cleanup 
8000B Determinative chromatographic separations 
8080A Organochlorine pesticides and polychlorinated biphenyls by gas chromatography 
8081A Organochlorine pesticides by gas chromatography 
8140 Organophosphorus pesticides 

8141A Organophosphorus compounds by gas chromatography: Capillary column 
technique 

8270C Semivolatile organic compounds by gas chromatography/mass spectrometry 
(GC/MS) 

8318 N-methylcarbamates by high performance liquid chromatography (HPLC) 

 

6.2. Requerimientos de control de calidad 
Común a todos los métodos que se presentan es el control de calidad de los resultados. El 
análisis de plaguicidas debe incluir, como mínimo y con cada lote analítico, un blanco de 
laboratorio (o del método), una muestra analizada en duplicado, una muestra enriquecida y su 
duplicado. De estar disponible para el tipo de muestra y analitos de interés, es conveniente 
agregar un material de referencia con valores certificados. 

Blanco de laboratorio. El blanco de laboratorio se utiliza para demostrar que el método 
analítico no presenta problemas de contaminación. La muestra blanco se prepara mediante la 
ejecución de todos los pasos necesarios para la extracción y purificación del extracto sin 
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presencia de muestra. El blanco de laboratorio debe ser sembrado con los volúmenes 
apropiados de estándar de recuperación, antes de comenzar la extracción, y de estándar 
interno antes de su análisis instrumental. 

Blanco enriquecido y blanco enriquecido en duplicado. El blanco enriquecido de laboratorio 
se utiliza para demostrar la exactitud del método y se prepara mediante la ejecución de todos 
los pasos necesarios para la extracción y purificación del extracto sin presencia de muestra. 
El blanco enriquecido de laboratorio debe ser sembrado con los volúmenes apropiados de 
estándares de recuperación y disolución de analitos de interés, antes de comenzar la 
extracción, y de estándar interno antes de su análisis instrumental. De existir un blanco 
enriquecido de laboratorio en duplicado, el estudio de los resultados de ambas muestras 
permiten evaluar la precisión de los análisis. 

Muestra enriquecida y muestra enriquecida en duplicado. Este duplicado es utilizado para 
demostrar la exactitud y precisión de los análisis. La muestra enriquecida y muestra 
enriquecida en duplicado son tratadas como las demás muestras de la batería analítica con la 
diferencia que, antes de su extracción y demás procedimientos de laboratorio, son 
enriquecidas con una cantidad conocida de los analitos en estudio. La muestra enriquecida y 
su duplicado deben ser sembrados con los volúmenes apropiados de estándares de 
recuperación y disolución de analitos de interés, antes de comenzar la extracción, y de 
estándar interno antes de su análisis instrumental. 

Muestra en duplicado. La muestra duplicada es utilizada para demostrar no sólo la precisión 
analítica sino también el grado de homogenización de las muestras. Esta muestra, tomada al 
azar del grupo que compone la batería analítica, es tratada como las demás muestras. La 
muestra en duplicado debe ser sembrada con los volúmenes apropiados de estándar de 
recuperación, antes de comenzar la extracción, y de estándar interno antes de su análisis 
instrumental. 

Material de referencia certificado. El análisis de un material de referencia, para aquellas 
matrices que éstos existan, permite evaluar la exactitud del laboratorio al analizar una 
muestra auténtica y comparar los resultados obtenidos con aquellos reportados y certificados 
por laboratorios de calidad y experiencia reconocida. Usualmente, estos materiales son 
certificados por medio de métodos de análisis variados e independientes. 

Control del método analítico (CoMA). Una disolución para el Control del Método Analítico 
(CoMA) es preparada a partir de las disoluciones de estándares de recuperación, e internos y 
la mezcla de analitos de interés agregados a un volumen de disolvente igual al volumen final 
de los extractos de las muestras. El CoMA es similar a un blanco fortificado de laboratorio 
pero sin ser sometido a ningún proceso de extracción y purificación. EL CoMA es utilizado 
internamente por el laboratorio para evaluar la calidad de los estándares utilizados y las 
cantidades sembradas. A nivel de los instrumentos, el CoMA sirve para controlar que la 
predicción de los análisis es correcta. 
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6.3. Extracción y limpieza de muestras de agua 

Introducción 
La determinación precisa y cuantitativa de contaminantes orgánicos, tales como plaguicidas, 
en muestras de agua requiere de la extracción de estos compuestos antes de su análisis 
instrumental. Las muestras de agua son recogidas y almacenadas en botellas oscuras (color 
ámbar), con o sin el agregado de preservantes, y almacenadas en la oscuridad a 4°C ± 2°C. 
Las muestras de agua, adicionadas de los estándares de recuperación apropiados, son 
extraídas con diclorometano y el extracto secado con Na2SO4 anhidro. Si es necesario, y 
dependiendo de los analitos que se buscan cuantificar, el extracto puede ser purificado 
utilizando cromatografía en columna. Muestras de control de calidad son procesadas, con 
cada lote de muestras, de manera idéntica a éstas. 

La evaluación de contaminantes orgánicos en muestras acuosas requiere su medición a 
niveles trazas (ng L-1 o pg L-1). Un litro de muestra necesita ser extraído con diclorometano 
utilizando un embudo de separación (ampolla de decantación) y concentrado para su análisis 
instrumental. 

 

Aplicación 
Este método de extracción y limpieza de muestras de aguas es aplicable a los siguientes 
analitos: 

Fungicidas aromáticos Clorotalonil   
Herbicidas triazinas Ametrina 

Atraton 
Atrazina 
Prometon 

Prometrina 
Propazina 
Secbumeton 
Simetrina 

Simazina 
Terbutilazina 
Terbutrina 

Insecticidas carbamatos Carbaril Carbofurán Oxamil 
Insecticidas organofosforados Clorpirifos 

Diazinon 
Fenamifos 
Metil paratión 

 

Insecticidas piretroides Permetrina   
Uracil herbicidas Bromacil   
Urea herbicidas Diuron   
Insecticidas organoclorados Aldrin 

alpha-clordano 
Dieldrin 
4,4'-DDD 
4,4'-DDE 
4,4'-DDT 
Endrin 

Endosulfan I 
Endosulfan II 
Endosulfan sulfato 
Endrin aldehido 
Endrin cetona 

alpha-HCH 
beta-HCH 
delta-HCH 
gamma-HCH (Lindano) 
Heptacloro 
Heptacloro epóxido 
Metoxicloro 

 

Recolección de la muestra, preservación y almacenamiento 

La muestra de agua debe ser recolectada y almacenada en botellas de vidrio oscuro 
previamente tratada para estar libres de contaminantes orgánicos (ver Tabla 4). Una vez 
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tomada, la muestra debe ser mantenida en la oscuridad y en hielo hasta su arribo al 
laboratorio donde se almacenará a 4°C ± 2°C. 

 

Equipos y materiales 

Materiales de laboratorio 

Todo material de vidrio de laboratorio debe ser lavado con agua y jabón/detergente de 
laboratorio, secado con acetona y secuencialmente enjuagado una vez con acetona, dos con 
hexano, y dos con diclorometano. Estos últimos enjuagues con disolventes calidad 
plaguicidas. Alternativamente, el material no volumétrico se puede dejar secar destapado y 
una vez seco, se procede a tapar con papel de aluminio y quemar en mufla a 440°C por 4 
horas. Dejar enfriar y guardar en un lugar protegido, sin remover el papel de aluminio hasta 
el momento de su utilización. 

Los siguientes materiales de laboratorio son necesarios para este método: 

- Embudo de separación de 2 L, Pyrex con llave de teflón 
- Balanza analítica con capacidad de pesar 0,0001 mg 
- Balanza analítica con capacidad de pesar 0,1 g 
- Balones de fondo plano (o redondo) de 250 y 500 mL 
- Baño de agua con calentamiento regulado a 60-70°C 
- Probetas graduadas, 250 y 1000 ó 2000 mL de capacidad 
- Columnas cromatográficas de 300 mm de longitud x 13 mm de diámetro interno con 

reservorio superior de 250 mL y llave de teflón. 
- Columnas de concentración tipo Snyder de tres bolas 
- Desecador 
- Embudos, diferentes tamaños de vidrio borosilicato 
- Espátulas de acero inoxidable 
- Gas nitrógeno para evaporación 
- Lana de vidrio calcinada a 440°C por 4 horas o previamente extraída con disolventes 
- Micro pipeta de 100 µL 
- Núcleos de ebullición, de vidrio o teflón, previamente lavados con disolventes 
- Papel indicador de pH o pHmetro 
- Pipetas Pasteur descartables de 1 mL y bulbos de goma 
- Tijeras 
- Tubos concentradores tipo Kuderna-Danish de 25 mL, graduados y con tapones de 

vidrio esmerilados 
- Varilla de vidrio de 50 cm 
- Vasos de precipitados de 50, 250 y 500 mL 
- Viales de vidrio oscuro de 1 y 7 mL con tapa protegida con película de teflón 

Todo material volumétrico para medidas de la muestra o agregado de estándares y 
disoluciones de enriquecimiento debe ser previamente calibrado. 
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Reactivos 

- Acetona, calidad plaguicidas o equivalente 
- Acido clorhídrico, grado reactivo 6 N, preparado como una dilución 1:1 con agua 

libre de contaminantes orgánicos 
- Acido clorhídrico, grado reactivo 12 N 
- Agua libre de contaminantes orgánicos 
- Alúmina, Básica Brockmann I, grado cromatográfico, ~150 mesh o equivalente, 

activada a 440°C por 4 horas y mantenida en estufa a 120°C. Para utilizar, se deja 
enfriar a temperatura ambiente en desecador 

- Arena lavada y calcinada a 440°C por 4 horas 
- Cobre metálico, grado analítico, 20-30 mesh 
- Diclorometano, calidad plaguicidas o equivalente 
- Florisil calibrado 
- Hexano, calidad plaguicidas o equivalente 
- Pentano, calidad plaguicidas o equivalente 
- Sílica, Grado 923, 100-200 mesh o equivalente, activada en estufa a 170°C por 24 

horas antes de utilizar; dejar enfriar a temperatura ambiente al usar 
- Disolución de enriquecimiento 
- Disolución de estándares internos 
- Disolución de estándares de recuperación  
- Sulfato de sodio (Na2SO4), granular anhidro, calcinado a 440°C por 4 horas y 

mantenido en estufa a 120°C. Para utilizar, se deja enfriar a temperatura ambiente en 
desecador 

 

Estándares analíticos 

Todos los estándares utilizados en el método pueden ser adquiridos en disolución con 
certificación de su pureza, concentración y autenticidad. Cuando no están en uso, las 
disoluciones deberán ser mantenidas a -4°C ± 2°C en viales de vidrio oscuro con tapa 
protegida en su interior con película de teflón. 

 

Procedimiento 
La Figura 11 ilustra la marcha analítica a seguir para la determinación de distintos 
plaguicidas en muestras líquidas. 

Preparación de la muestra 

Dependiendo de la disponibilidad de muestra, tanto el volumen de agua a ser extraída como 
el volumen del extracto final puede ser modificado. Es posible que el extracto de la muestra 
sólo necesite limpieza si existiese una coloración, olor o presencia de material oleoso que 
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pudiese interferir con los análisis. Distintas opciones para la limpieza de la muestra, esto 
dependiendo de los analitos a analizar, son presentadas en las secciones siguientes. 

Extracción de la muestra 

Un volumen conocido de agua es extraído tres veces con 80-100 mL de diclorometano por 
litro de muestra en ampolla de decantación luego del ajuste de pH y agregado de los 
estándares de recuperación. El embudo de separación es agitado manualmente por tres 
minutos cada vez dejando decantar el disolvente al finalizar. Los disolventes de las 
extracciones son secados con Na2SO4 a medida que son recolectados como un solo extracto 
en un balón de 500 mL. Terminada la extracción, se agregan 3-5 núcleos de ebullición al 
balón y se adosa una columna tipo Snyder de tres bolas al mismo para concentrar el extracto 
a 10-15 mL sobre baño de agua a 40-45°C. El extracto concentrado a 10-15 mL es 
transferido a un tubo de concentración de 25 mL. El balón de 500 mL es enjuagado 2 ó 3 
veces con diclorometano y los enjuagues transferidos al tubo de concentración. Se agrega un 
núcleo de ebullición, el extracto es concentrado y el disolvente cambiado en hexano sobre 
baño de agua a 40-45°C bajo una suave corriente de nitrógeno. Volumen final del extracto 
debe ser de aproximadamente 2 ml en el disolvente adecuado si se observa color, olor o 
materiales oleosos en el extracto que ameriten su remoción. De necesitarse una limpieza del 
extracto, esta puede realizarse mediante una cromatografía en columna adecuada (sílica gel: 
alúmina o florisil). Si el extracto se observa limpio, se concentra a un volumen final de 1 mL, 
se agrega el estándar interno y se procede con el análisis instrumental. 
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Figura 11. Diagrama de flujo del análisis de plaguicidas en muestras líquidas 
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Extracción de la muestra – Paso a paso 
• Marque el menisco de la muestra de agua en la botella que la contiene. Mida y registre el pH de la 

muestra. Transfiera la muestra al embudo de separación. 

o Si la muestra no va a ser extraída en su totalidad, mida exactamente el volumen de agua a extraer en 
una probeta graduada de 1.000 mL, ajuste el pH y transfiera la muestra al embudo de separación. 

• Si no se ha hecho en el campo, se deberá ajustar el pH de la muestra antes de la extracción. Para los 
analitos indicados en la aplicación del método, con la excepción de insecticidas carbamatos, ajuste el pH 
a 7±1 con NaOH ó H2SO4 mientras se monitorea con un phmetro. Para la extracción de insecticidas 
carbamatos, ajuste el pH a ~3 con H2SO4 o HCl mientras se monitorea con un phmetro. 

• Basado en la información recibida en el laboratorio, agregue la cantidad apropiada de estándares de 
recuperación a todas las muestras, incluyendo aquellas destinadas al control de calidad del método, y de 
disolución de enriquecimiento a las muestras que corresponda. Tape el embudo de separación y agite 
ligeramente para mezclar su contenido. 

• Mida 80-100 mL de diclorometano por litro de muestra en una probeta graduada y enjuague con este 
volumen el recipiente que contenía la muestra. Agregue este disolvente a la ampolla de decantación. 

o Si el total de la muestra de agua no fue utilizado, agregue el disolvente directamente a la ampolla de 
decantación. 

• Una vez tapada la ampolla de decantación para iniciar la extracción, el primer venteo de vapores debe 
hacerse inmediatamente después de la primera agitación ya que el diclorometano produce una presión 
importante rápidamente. 

• Vuelva a tapar y agite vigorosamente la ampolla de decantación por 3 minutos con venteos periódicos 
bajo campana para liberar el exceso de presión. 

• Pasados los 3 minutos, permita que la capa orgánica se separe de la fase acuosa por 10-15 minutos. 
Recoja el disolvente en un balón de 500 mL luego de pasar por un embudo con Na2SO4 anhidro para 
secar. 

• Si se forma una emulsión importante (más de un tercio del volumen del disolvente) entre las capas es 
necesario romperla antes de proseguir. Esto se puede lograr con el agregado de unos gramos de NaCl, 
agitación mecánica con una varilla de vidrio o filtración a través de lana de vidrio. 

• Repita la extracción dos veces más utilizando porciones frescas de disolvente (80-100 mL por L de 
muestra). Enjuague el Na2SO4, después de pasar la tercera extracción, varias veces con porciones de 5-
10 mL de diclorometano colectando todos los volúmenes en el mismo balón. 

• De necesitarse un nuevo ajuste de pH y extracción, el procedimiento es realizado como se indicó 
anteriormente. Las instrucciones recibidas por el laboratorio deberán indicar, en este caso, si ambas 
extracciones deberán ser combinadas y concentradas o mantenidas como extractos independientes. 

• Si la muestra fue utilizada en su totalidad, llene el recipiente que la contenía con agua hasta llegar a la 
marca hecha antes de retirar la misma. Transfiera este volumen a una probeta graduada y mida con 
precisión de ± 5 mL. Registre el volumen en el cuaderno de laboratorio. 

• Agregue núcleos de ebullición y adose una columna tipo Snyder al balón de 500 mL. Coloque el balón 
sobre un baño de agua a 40-45°C y concentre el extracto a 10-15 mL. 

• Retire la columna de evaporación y transfiera el contenido del balón a un tubo concentrador de 25 mL. 
Agregue un nuevo núcleo de ebullición, coloque el tubo sobre el baño de agua (40-45°C) y concentre a 2 
mL en diclorometano. 

• Inspeccione cuidadosamente el extracto. Si existiese material particulado, se observa color o se sospecha 
la presencia de hidrocarburos (ya sea por olor de la muestra, observación visual, o documentación al 
momento de la toma), el extracto deberá ser purificado antes de su análisis. 
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Limpieza del extracto con cromatografía en columna 

La mayoría de los extractos de muestras de aguas se presentarán lo suficientemente limpios 
para necesitar un tratamiento de limpieza. De ser necesario se puede utilizar uno de los dos 
métodos siguientes, según sea el análisis a realizar. 

Limpieza con sílica gel/alúmina en columna de cromatografía 

Este procedimiento de limpieza es utilizado con los plaguicidas indicados en la aplicación del 
método, con la excepción de insecticidas carbamatos, herbicidas triazinas y organofosforados 
(ver limpieza con florisil más abajo). La columna de cromatografía se llena con 
diclorometano, se coloca un tapón de lana de vidrio calcinada en el fondo de la columna para 
retener el material adsorbente y sobre ella 1 cm de sulfato de sodio anhidro o de arena lavada 
y calcinada para lograr una superficie uniforme. Diez gramos de alúmina (desactivada con 
1% de agua, peso en peso) es agregada en seco sobre el diclorometano y dejada decantar 
dentro de la columna. Veinte gramos de sílica gel (desactivada con 5% de agua, peso en 
peso) es suspendida en diclorometano antes de su agregado a la columna. Una vez que la 
reacción de la sílica gel con el diclorometano ha terminado (no se observa la formación de 
burbujas de gas) se agrega la sílica gel sobre la alúmina y se deja decantar. 
Aproximadamente 2 cm de sulfato de sodio anhidro o de arena lavada y calcinada es 
agregada al tope de la columna y, sobre ella, 1-2 cm de cobre activado (ver Limpieza con 
sílica gel/alúmina en columna de cromatografía – Paso a paso). En este punto, la columna 
contiene, en diclorometano y de abajo hacia arriba, 1 tapón de lana de vidrio, 1 cm de arena 
lavada, 10 gramos de alúmina parcialmente desactivada, 20 gramos de sílica parcialmente 
desactivada, 2 cm de sulfato de sodio anhidro o de arena lavada y 1-2 cm de cobre activado 
(sólo si se percibe olor a ácido sulfídrico). Se eluye el diclorometano de la columna hasta 
alcanzar la superficie superior del cobre activado y se agregan 50 mL de pentano. Se permite 
que el pentano eluya de la columna y reemplace el diclorometano hasta que alcance el cobre 
activado. La columna está lista para recibir el extracto concentrado de la muestra. 

El extracto de la muestra concentrado a 2 ml en hexano es transferido a la columna mediante 
el uso de una pipeta Pasteur descartable. El agregado es eluído hasta alcanzar la superficie 
del cobre activado, y el disolvente es recogido en un balón de 250 mL colocado debajo de la 
columna. El tubo concentrador que contenía la muestra es enjuagado 2-3 veces con pequeñas 
porciones (~1 mL) de una mezcla de diclorometano:pentano (1:1) y los enjuagues agregados 
a la columna siguiendo el procedimiento anterior entre agregados. Doscientos mL de la 
mezcla de diclorometano:pentano se agregan a la columna y son recogidos en el balón de 250 
mL a una velocidad de aproximadamente 1 ml por minuto (gota a gota). En adición a los 
compuestos de interés para este estudio (insecticidas clorados), esta fracción contiene otros 
contaminantes clorados (e.g., bifenilos policlorados y éteres de bifenilos polibrominados) e 
hidrocarburos aromáticos. 
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Limpieza con sílica gel/alúmina en columna de cromatografía – Paso a paso 
Preparación de la columna 

• Retire el sulfato de sodio, alúmina y sílica gel de la estufa y colóquelos en un desecador para enfriar 
a temperatura ambiente. 

• Retire la arena lavada y calcinada de la estufa y coloque sobre la mesa para enfriar a temperatura 
ambiente 

Nota: al retirar materiales de la estufa use siempre guantes de protección o pinzas largas adecuadas 
para manejar objetos pesados. Los recipientes de arena, sílica y alúmina pueden pesar hasta 1 Kg. y 
están calientes. Asegúrese de que todos los recipientes están cubiertos con papel aluminio. 

Preparación de la sílica y alúmina desactivadas 

• Calibre la balanza antes de su uso de acuerdo a las instrucciones del fabricante e indicaciones del 
cuaderno de calibración del laboratorio. Registre la fecha de calibración, pesa utilizada e iniciales 
del operador. 

• Coloque un balón de 1000 mL con boca esmerilada y embudo sobre la balanza y tare el peso hasta 
que el mismo lea “0,000 g” 

• Agregue alúmina dentro del balón y pese. El peso total de la alúmina debería ser igual a 10 g x n 
muestras. Generalmente se pesa una cantidad extra (i.e., 10-15 g) en caso de accidentes o de 
necesitar más al construir las columnas. 

• Registre este peso 

• Vuelva a tarar el balón con la alúmina hasta que el mismo lea“0,000 g” y desactive parcialmente el 
adsorbente con el agregado de 1% (peso en peso) de agua libre de contaminantes orgánicos al balón. 
Nota: la cantidad de agua es calculada al multiplicar el peso total de alúmina en el balón x 0,01. Por 
ejemplo, si el peso total de alúmina en el balón es de 171,2 g, se debe agregar 171,2 g x 0,01 = 
1,712 ≈ 1,7 g de agua. Es conveniente no agregar toda el agua en el mismo lugar para evitar la 
formación de grumos. 

• Coloque otro balón de 1000 mL con boca esmerilada y embudo sobre la balanza y tare el peso hasta 
que el mismo lea “0,000 g” 

• Agregue sílica dentro del balón y pese. El peso total de la sílica debería ser igual a 20 g x n 
muestras. Generalmente se pesa una cantidad extra (i.e., 20-25 g) en caso de accidentes o de 
necesitar más al construir las columnas. Registre este peso 

• Vuelva a tarar el balón con la sílica gel hasta que el mismo lea “0,000 g” y desactive parcialmente el 
adsorbente con el agregado de 5% (peso en peso) de agua libre de contaminantes orgánicos al balón. 
Nota: la cantidad de agua es calculada al multiplicar el peso total de alúmina en el balón x 0,05. Por 
ejemplo, si el peso total de alúmina en el balón es de 363,1 g, se debe agregar 363,1 g x 0,05 = 
18,15 ≈ 18,2 g de agua. Es conveniente no agregar toda el agua en el mismo lugar para evitar la 
formación de grumos. 

• Tape los dos balones y agite bruscamente al inicio, para romper grupos que se pudieran haber 
formados, y más suavemente cada 5-10 minutos por una hora para equilibrar. 

Preparación del cobre activado 

Nota: el cobre activado sirve para remover el azufre que pueda interferir durante el análisis de los 
extractos por cromatografía de gases y detector de captura electrónica.  Si la muestra no presenta el 
olor a huevo en putrefacción, característico del ácido sulfídrico, no es necesario agregar el cobre 
activado a la columna. Si la remoción de azufre es necesaria no utilize cobre en la porción de 
extracto destinada a la determinación de insecticidas organofosforados ya que estos pueden ser 
degradados en presencia de cobre. 
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• Coloque aproximadamente 50 g (para 24 muestras) de cobre metálico en un vaso de precipitados de 
250 mL 

• Agregue, bajo campana y con mucho cuidado una cantidad de ácido clorhídrico necesaria para 
cubrir el cobre. 

• Agite el cobre con una varilla de vidrio durante unos segundos y deje reposar por 5 minutos 

• Coloque un embudo de vidrio con el vástago tapado con lana de vidrio sobre otro vaso de 
precipitados de 500 mL y transfiera, cuidadosamente y bajo campana, el ácido con el cobre. 

• Lave el cobre activado con abundante agua libre de contaminantes orgánicos hasta remover todo el 
ácido. La mezcla de ácido y agua de lavado es neutralizada con bicarbonato de sodio y desechada de 
acuerdo a las normas del laboratorio. 

• Enjuague el cobre lavado con porciones 3 ó 4 porciones de 20 mililitros de metanol seguido de 3 ó 4 
porciones de 20 mL de diclorometano, desechando los disolventes de acuerdo a las normas del 
laboratorio. 

• Almacene el cobre activado bajo hexano en un vaso de precipitados cubierto y debidamente 
identificado. Es conveniente activar el cobre al momento de utilizar ya que con el tiempo pierde 
afectividad o se desactiva totalmente. 

Preparación de la mezcla de diclorometano:pentano (1:1) 

• La mezcla de diclorometano:pentano (1:1) es preparada al mezclar 2 litros de pentano con 2 litros de 
diclorometano. 

• Mida 2 litros de pentano utilizando un cilindro graduado y vierta en una botella de 4 litros. 

• Utilizando el mismo cilindro graduado, mida 2 litros de diclorometano y agréguelos a la botella de 4 
litros. Tape la botella y agite vigorosamente para lograr un mezclado completo. Agite nuevamente 
antes de cada uso. 

Preparación de la columna 

• Asegure las columnas cromatográficas (30 cm x 13 mm con llave de teflón y reservorio de 250 mL) 
a sus soportes dentro de la campana. El total de columnas debe ser el mismo que el número de 
extractos. 

• Coloque un recipiente de 250 mL bajo la columna para recoger los disolventes de desecho. 

• Abra la llave y, utilizando una botella de lavado, enjuague las columnas 3 veces con 
aproximadamente 10 mL de metanol cada vez seguido de 3 enjuagues con aproximadamente 10 mL 
de diclorometano cada vez. 

• Enjuague los extremos de una pinza y de una tijera con diclorometano y corte una porción de lana 
de vidrio calcinada suficiente para cubrir el fondo de la columna. Con una varilla de vidrio, 
enjuagada con diclorometano, empuje la lana de vidrio hacia el fondo de la columna. 

• Cierre la llave y llene la porción de la columna cromatográficas con diclorometano. 

• Coloque un embudo sobre la columna y agregue un 1 cm de arena lavada dentro de cada columna 
utilizando una espátula de acero inoxidable enjuagada con diclorometano. 

• Coloque un vaso de precipitados de 50 mL sobre una balanza calibrada y tare su peso. 

• Pese aproximadamente 10 g (±0,1 g) de alúmina parcialmente desactivada por columna. 

• Vierta la alúmina en la columna utilizando un embudo. Enjuague el embudo y el interior del 
reservorio de la columna con pequeñas porciones de diclorometano para asegurarse que toda la 
alúmina es transferida hacia la columna. Abra brevemente la llave de la columna para facilitar el 
decantado de la alúmina. 

• Luego del agregado de la alúmina, coloque un vaso de precipitados de 50 mL sobre la balanza 
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calibrada y tare su peso. Pese aproximadamente 20 g (±0,2 g) de sílica parcialmente desactivada por 
columna. 

• Agregue diclorometano a cada vaso de precipitados y mezcle bien con una varilla de vidrio hasta no 
observar burbujas de gas. 

• Vierta la mezcla de sílica gel/diclorometano dentro de la columna utilizando un embudo. Enjuague 
el vaso de precipitados, el embudo y el interior del reservorio de la columna con pequeñas porciones 
de diclorometano para asegurarse que toda la sílica es transferida hacia la columna. Abra 
brevemente la llave de la columna para facilitar el decantado de la sílica. 

• Agregue 2 cm de sulfato de sodio anhidro o arena lavada y combustionada sobre la sílica. Si es 
necesario enjuague el reservorio con pequeñas porciones de diclorometano para asegurar la 
transferencia completa de sulfato de sodio anhidro o arena a la columna. 

• Agregue, con cuidado para evitar alterar la superficie de la columna, 1-2 cm de cobre activado (sólo 
si se sospecha la presencia de azufre). 

• Abra la llave de la columna para que eluya el diclorometano hasta alcanzar la superficie de cobre 
activado, recogiendo los desechos en recipientes adecuados. 

• Agregue 50 mL de pentano y eluya hasta alcanzar la superficie de cobre activado. 

• Cierre la llave y la columna esta lista para recibir el extracto de la muestra. 

Purificación del extracto 

• Enjuague la punta inferior de la columna de cromatografía (por debajo de la llave) con 
diclorometano 

• Reemplace el recipiente de desechos con un balón de 250 mL. Cada balón deberá estar debidamente 
identificado con el código de la muestra y batería de análisis. 

• Transfiera los extractos de los tubos de concentración a las columnas utilizando pipetas Pasteur 
descartables. Los extractos de las muestras están, a este punto, concentrados en aproximadamente 2 
mL en hexano. 

• Abra la llave de la columna y permita que el extracto se introduzca dentro de la columna. Cierre la 
llave. 

• Enjuague el tubo de concentración con 1 ml del disolvente de elución (1:1 diclorometano:pentano) y 
agregue el lavado a la columna utilizando la misma pipeta Pasteur por muestra. 

• Abra la llave de la columna y permita que el primer lavado se introduzca dentro de la columna. 
Cierre la llave. 

• Repita los dos pasos anteriores con dos enjuagues adicionales del tubo de concentración usando la 
mezcla de elución y permitiendo que el lavado se introduzca completamente dentro de la columna 
antes del agregado siguiente. 

• Luego de la transferencia completa de los extractos a las columnas y de sus respectivos enjuagues, 
agregue, con cuidado para no disturbar la superficie de la columna y evitar así la resuspensión de la 
muestra, 200 mL de la mezcla diclorometano:pentano utilizando un cilindro graduado. 

• Abra la llave y eluya la muestra a una velocidad de unos 2 mL por minuto, ajustando la llave como 
sea necesario 

• Una vez que ha eluído el volumen total de la mezcla de diclorometano:pentano, cierre la llave. 
Retire y cubra el balón. Retire las columnas de cromatografía y deseche apropiadamente la sílica y 
alúmina utilizadas. 

• Los extractos limpios de las muestras están listos para ser concentrados para su análisis 
instrumental. 
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Limpieza con florisil en columna de cromatografía 

Este procedimiento de limpieza es aplicable a los insecticidas carbamatos, herbicidas 
triazinas y organofosforados indicados en la aplicación del método. La columna de 
cromatografía se llena con hexano, se coloca un tapón de lana de vidrio calcinada en el fondo 
de la columna para retener el material adsorbente y sobre ella 1 cm de sulfato de sodio 
anhidro o de arena lavada y calcinada para lograr una superficie uniforme. Una cantidad 
adecuada de florisil previamente calibrado (usualmente 20 g, ver descripción paso a paso a 
continuación) es agregado en seco sobre el hexano y dejado decantar dentro de la columna. 
Aproximadamente 1 cm de sulfato de sodio anhidro o de arena lavada y calcinada es 
agregada al tope de la columna. En este punto, la columna contiene, en hexano y de abajo 
hacia arriba, 1 tapón de lana de vidrio, 1 cm de sulfato de sodio anhidro o de arena lavada, 
aproximadamente 20 gramos de florisil calibrado y 1 cm de sulfato de sodio anhidro o de 
arena lavada. Se eluye el hexano de la columna hasta alcanzar la superficie superior del 
sulfato de sodio anhidro o de arena lavada y se agregan 30 mL de hexano para lavar la 
columna. Se permite que el hexano eluya de la columna hasta alcanzar nuevamente la 
superficie superior del relleno y la columna está lista para recibir el extracto concentrado de 
la muestra. El extracto de la muestra, ajustado a ~2 mL en hexano es transferido a la columna 
mediante el uso de una pipeta Pasteur descartable. El agregado es eluído hasta alcanzar la 
superficie superior de la columna y el disolvente es recogido en un balón de 500 mL 
colocado debajo de la misma. El tubo concentrador que contenía la muestra es enjuagado 2-3 
veces con pequeñas porciones (~1-2 mL) de una mezcla de acetona:hexano (1:1) y los 
enjuagues agregados a la columna siguiendo el procedimiento anterior entre agregados. 
Doscientos cincuenta mL de la mezcla de acetona:hexano se agregan a la columna y son 
recogidos en el balón de 500 mL a una velocidad de aproximadamente 3-5 mL por minuto. 
Finalmente, el extracto limpio se concentra a un volumen final en acetonitrilo para su análisis 
instrumental. 

Limpieza con florisil en columna de cromatografía – Paso a paso 
Preparación de la mezcla de acetona:hexano (1:1) 

• La mezcla de acetona:hexano (1:1) es preparada al mezclar 2 litros de acetona con 2 litros de 
hexano. 

• Mida 2 litros de acetona utilizando un cilindro graduado y vierta en una botella de 4 litros. 

• Utilizando el mismo cilindro graduado, mida 2 litros de hexano y agréguelos a la botella de 4 litros. 
Tape la botella y agite vigorosamente para lograr un mezclado completo. Agite nuevamente antes de 
cada uso. 

Preparación de la columna 

• Asegure las columnas cromatográficas (30 cm x 13 mm con llave de teflón y reservorio de 250 mL) 
a sus soportes dentro de la campana. El total de columnas debe ser el mismo que el número de 
extractos. 

• Coloque un recipiente de 250 mL bajo la columna para recoger los disolventes de desecho. 

• Abra la llave y, utilizando una botella de lavado, enjuague las columnas 3 veces con 
aproximadamente 5 mL de metanol cada vez seguido de 3 enjuagues con aproximadamente 5 mL de 
diclorometano cada vez. 
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• Enjuague los extremos de una pinza y de una tijera con diclorometano y corte una porción de lana 
de vidrio calcinada suficiente para cubrir el fondo de la columna. Con una varilla de vidrio, 
enjuagada con diclorometano, empuje la lana de vidrio hacia el fondo de la columna. 

• Cierre la llave y llene la porción de la columna cromatográficas con hexano. 

• Coloque un embudo sobre la columna y agregue 1 cm de sulfato de sodio anhidro o de arena lavada 
dentro de cada columna utilizando una espátula de acero inoxidable enjuagada con diclorometano. 

• Coloque un vaso de precipitados de 50 mL sobre una balanza calibrada y tare su peso. 

• Pese aproximadamente 20 g de florisil previamente calibrado por columna. 

o Diferentes lotes de florisil pueden variar sus capacidades adsorbentes. Para estandarizar la 
cantidad de florisil a utilizar en la columna se sugiere el uso del ácido láurico. Este 
procedimiento determina la adsorción de acido láurico, presente en una disolución hexánica, en 
miligramos por gramos de florisil (ASTM, 1980). 

• Vierta el florisil en la columna utilizando un embudo. Enjuague el embudo y el interior del 
reservorio de la columna con pequeñas porciones de hexano para asegurarse que todo el florisil es 
transferido hacia la columna. Abra brevemente la llave de la columna para facilitar el decantado del 
florisil. 

• Agregue 2 cm de sulfato de sodio anhidro o de arena lavada y combustionada sobre el florisil. Si es 
necesario enjuague el reservorio con pequeñas porciones de hexano para asegurar la transferencia 
completa de sulfato de sodio anhidro a la columna. 

• Abra la llave de la columna para que eluya el hexano hasta alcanzar la superficie de la columna, 
recogiendo los desechos en un recipiente adecuado. 

• Agregue 30 mL de hexano y eluya hasta alcanzar la superficie del relleno de la columna. 

• Cierre la llave y la columna está lista para recibir el extracto de la muestra. 

Purificación del extracto 

• Enjuague la punta inferior de la columna de cromatografía (por debajo de la llave) con hexano. 

• Reemplace el recipiente de desechos con un balón de 500 mL. Cada balón deberá estar debidamente 
identificado con el código de la muestra y batería de análisis. 

• Transfiera los extractos de los tubos de concentración a las columnas utilizando pipetas Pasteur 
descartables. Los extractos de las muestras están, a este punto, concentrados en aproximadamente 2 
mL en hexano. 

• Abra la llave de la columna y permita que el extracto se introduzca dentro de la columna. Cierre la 
llave. 

• Enjuague el tubo de concentración con ~1-2 ml del disolvente de elución (1:1 acetona:hexano) y 
agregue el lavado a la columna utilizando la misma pipeta Pasteur por muestra. 

• Abra la llave de la columna y permita que el primer lavado se introduzca dentro de la columna. 
Cierre la llave. 

• Repita los dos pasos anteriores con dos enjuagues adicionales del tubo de concentración usando la 
mezcla de elución y permitiendo que el lavado se introduzca completamente dentro de la columna 
antes del agregado siguiente. 

• Luego de la transferencia completa de los extractos a las columnas y de sus respectivos enjuagues, 
agregue, con cuidado para no disturbar la superficie de la columna y evitar así la resuspensión de la 
muestra, 250 mL de la mezcla acetona:hexano utilizando un cilindro graduado. 

• Abra la llave y eluya la muestra a una velocidad de unos 3-5 mL por minuto, ajustando la llave 
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como sea necesario 

• Una vez que ha eluído el volumen total de la mezcla de acetona:hexano, cierre la llave. Retire y 
cubra el balón. Retire las columnas de cromatografía y deseche apropiadamente el florisil utilizado. 

• Los extractos limpios de las muestras, concentrados a un volumen final en acetonitrilo, están listos 
para ser concentrados para su análisis instrumental. 

 

6.4. Extracción y limpieza de muestras de suelos/sedimentos y biota 

Introducción 
La determinación de contaminantes orgánicos, tales como plaguicidas, en suelos, sedimentos 
y biota requiere la extracción y aislamiento de estos contaminantes de la matriz. Una porción 
de la muestra de suelo/sedimento o tejido homogenizado es secada químicamente con sulfato 
de sodio anhidro y extraído con diclorometano:acetona (1:1) utilizando un aparato Soxhlet. 
El extracto es concentrado y purificado utilizando una columna de cromatografía con sílica 
gel y alúmina o florisil, según corresponda, antes del análisis instrumental. Muestras de 
control de calidad son procesadas, con cada lote de muestras, de manera idéntica a éstas. 

La evaluación de contaminantes orgánicos en muestras ambientales requiere su medición a 
niveles trazas (ng g-1 o pg g-1). Diez a 30 g de suelos o sedimentos y 10 a 15 g de tejido 
secados químicamente necesitan ser extraídos con disolventes utilizando un aparato Soxhlet. 
Seguidamente, el extracto es concentrado y purificado utilizando cromatografía en columna 
con sílica gel y alúmina o florisil para remover posibles materiales interferentes. 

 

Aplicación 
Este método de extracción y limpieza de muestras de suelos, sedimentos y biota es aplicable 
a los siguientes analitos: 

Fungicidas aromáticos Clorotalonil   
Herbicidas triazinas Ametrina 

Atraton 
Atrazina 
Prometon 

Prometrina 
Propazina 
Secbumeton 
Simetrina 

Simazina 
Terbutilazina 
Terbutrina 

Insecticidas carbamatos Carbaril Carbofurán Oxamil 
Insecticidas organofosforados Clorpirifos 

Diazinon 
Fenamifos 
Metil paratión 

 

Insecticidas piretroides Permetrina   
Uracil herbicidas Bromacil   
Urea herbicidas Diuron   
Insecticidas organoclorados Aldrin 

alpha-clordano 
Dieldrin 
4,4'-DDD 
4,4'-DDE 
4,4'-DDT 
Endrin 

Endosulfan I 
Endosulfan II 
Endosulfan sulfato 
Endrin aldehido 
Endrin cetona 

alpha-HCH 
beta-HCH 
delta-HCH 
gamma-HCH (Lindano) 
Heptacloro 
Heptacloro epóxido 
Metoxicloro 
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Recolección de la muestra, preservación y almacenamiento 
La muestra de suelo/sedimento o biota debe ser colectada y colocada en recipientes de vidrio 
previamente tratados para estar libres de contaminantes orgánicos. De no ser posible su 
congelamiento inmediato, la muestra debe ser mantenida en hielo hasta su arribo al 
laboratorio donde debe ser almacenada a -20°C en su recipiente original hasta su análisis. Al 
preparar la muestra para su análisis, la misma debe dejarse descongelar en un refrigerador. 
Una vez descongelada, la muestra se homogeniza según corresponda. Las muestras de 
sedimentos pueden homogenizarse con una espátula previamente lavada con agua y 
jabón/detergente de laboratorio, secada con acetona de baja calidad y secuencialmente 
enjuagada una vez con acetona, dos con hexano, y dos con diclorometano; estos últimos 
enjuagues con disolventes calidad plaguicidas. Las muestras de tejido (biota) deben 
homogenizarse utilizando un moledor de tejidos. Luego de retirar la porción necesaria para 
su análisis, 10 a 30 g para suelos/sedimentos y 10 a 15 g para biota, el sobrante es 
almacenado en oscuridad a -20°C. Los extractos de las muestras son mantenidos a 4°C, o 
menos, hasta su análisis instrumental; luego de lo cual deben ser también almacenados en 
oscuridad a -20°C. 

 

Equipos y materiales 

Materiales de laboratorio 

Todo material de vidrio de laboratorio debe ser lavado con agua y jabón/detergente de 
laboratorio, secado con acetona y secuencialmente enjuagado una vez con acetona, dos con 
hexano, y dos con diclorometano; estos últimos enjuagues con disolventes calidad 
plaguicidas. Alternativamente, el material no volumétrico, se puede dejar secar destapado y 
una vez seco, tapar con papel de aluminio y quemar en mufla a 440°C por 4 horas. Dejar 
enfriar y guardar en un lugar protegido, sin remover el papel de aluminio hasta el momento 
de su utilización. 

Los siguientes materiales de laboratorio son necesarios para este método: 

- Balanza analítica con capacidad de pesar 0,0001 mg 
- Balanza analítica con capacidad de pesar 0,1 g 
- Balones de fondo plano (o redondo) de 250 y 500 mL 
- Baño de agua con calentamiento regulado a 60-70°C 
- Cartuchos de celulosa o cerámicos previamente extraídos en aparato Soxhlet 
- Cilindros graduados, 250 y 1000 mL de capacidad 
- Columnas cromatográficas de 300 mm de longitud x 13 mm de diámetro interno con 

reservorio superior de 250 mL y llave de teflón. 
- Columnas de concentración tipo Snyder de tres bolas 
- Desecador 
- Embudos, diferentes tamaños de vidrio borosilicato 
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- Espátulas de acero inoxidable 
- Estufa con circulación de aire regulado a 63-65°C 
- Extractores Soxhlet 
- Gas nitrógeno para evaporación 
- Lana de vidrio calcinada a 440°C por 4 horas o previamente extraída con disolventes 
- Micro pipeta de 100 µL 
- Núcleos de ebullición, de vidrio o teflón, previamente lavados con disolventes 
- Papel de aluminio calcinado 
- Pinzas 
- Pipetas Pasteur descartables de 1 mL y bulbos de goma 
- Tijeras 
- Tubos concentradores tipo Kuderna-Danish de 25 mL, graduados y con tapones 

esmerilados de vidrio 
- Varilla de vidrio de 50 cm 
- Vasos de precipitados de 10 mL para la determinación de peso seco 
- Vasos de precipitados de 50, 250 y 500 mL 
- Viales de vidrio oscuro de 1 y 7 mL con tapa protegida con película de teflón 

Todo material volumétrico para medidas de la muestra o agregado de estándares y 
disoluciones de enriquecimiento debe ser previamente calibrado. 

 

Reactivos 

- Acetona, calidad plaguicidas o equivalente 
- Acido clorhídrico, grado reactivo 12 N 
- Agua libre de contaminantes orgánicos 
- Alúmina, Básica Brockmann I, grado cromatográfico, ~150 mesh o equivalente, 

activada a 440°C por 4 horas y mantenida en estufa a 120°C. Para utilizar, se deja 
enfriar a temperatura ambiente en desecador 

- Arena lavada y calcinada a 440°C por 4 horas 
- Cobre metálico, grado analítico, 20-30 mesh 
- Diclorometano, calidad plaguicidas o equivalente 
- Hexano, calidad plaguicidas o equivalente 
- Florisil calibrado 
- Pentano, calidad plaguicidas o equivalente 
- Sílica, Grado 923, 100-200 mesh o equivalente, activada en estufa a 170°C por 24 

horas antes de utilizar; dejar enfriar a temperatura ambiente al usar 
- Disolución de enriquecimiento 
- Disolución de estándares internos 
- Disolución de estándares de recuperación  
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- Sulfato de sodio (Na2SO4), granular anhidro, calcinado a 440°C por 4 horas y 
mantenido en estufa a 120°C. Para utilizar, se deja enfriar a temperatura ambiente en 
desecador 

 

Procedimiento 
La Figura 12 ilustra la marcha analítica a seguir para la determinación de distintos 
plaguicidas en muestras sólidas (suelos/sedimentos o biota). 

Determinación de peso seco (porcentaje de humedad) 

Una alícuota de aproximadamente 1 g de muestra de suelos, sedimentos o tejido 
perfectamente homogenizada es pesada en un vaso de precipitados, previamente tarado, de 
10 mL. Después de secada en estufa con circulación de aire a 63-65°C por 24 horas, la 
alícuota es pesada y regresada a la estufa por 2 horas antes de una segunda pesada. Si la 
diferencia entre las dos pesadas es menor a 0,02 g, la segunda lectura es utilizada para 
calcular el porcentaje de peso seco de la muestra. Si la diferencia es mayor a 0,02 g, se 
regresa la muestra a la estufa y se vuelve a pesar después de 2 horas y así sucesivamente 
hasta obtener una diferencia de peso igual o menor a 0,02 g. 
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Figura 12. Diagrama de flujo del análisis de plaguicidas en muestras sólidas 
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Determinación de peso seco (porcentaje de humedad) - Paso a paso 

• Calibre la balanza antes de su uso de acuerdo a las instrucciones del fabricante e indicaciones del 
cuaderno de calibración del laboratorio. Registre la fecha de calibración, pesa utilizada e iniciales del 
operador. 

• Tare la balanza vacía hasta que el indicador de peso lea “0,000 g”. 

• Coloque un vial o vaso de precipitados de 10 mL y registre el peso del mismo (“Peso del Vial”). 

• Revuelva cuidadosamente, con una espátula de acero inoxidable previamente lavada con disolventes, 
la muestra ya homogenizada de suelo/sedimento o tejido y pese, sin volver a tarar la balanza, 
aproximadamente 1-2 g de muestra dentro del vial (“Vial+Muestra húmeda”) 

• Prepare las muestras destinadas al control de calidad (blanco, muestra duplicada, muestra enriquecida 
y material de referencia) de la misma manera que las demás muestras. En el caso del blanco, el “Peso 
del Vial” y “Vial+Muestra húmeda” serán iguales. 

• Registre cualquier característica de las muestras que le llame la atención mientras trabaja (olor, color, 
trozos de vegetación en suelos/sedimentos, etc.) 

• Una vez finalizadas todas las muestras, coloque los viales con las muestras húmedas dentro de una 
bandeja de laboratorio y coloque en estufa con circulación de aire a 63-65°C por 24 horas. 

• Pasadas las 24 horas, retire con cuidado y protección adecuada, la bandeja de la estufa y coloque en 
desecador. Permita que los viales se equilibren con la temperatura del laboratorio por 30 minutos. 

• Calibre la balanza antes de su uso de acuerdo a las instrucciones del fabricante e indicaciones del 
cuaderno de calibración del laboratorio. Registre la fecha de calibración, pesa utilizada e iniciales del 
operador. 

• Tare la balanza vacía hasta que el indicador de peso lea “0,000 g”. 

• Coloque uno de los viales y registre el peso del mismo (“Vial+Muestra seca #1”). 

• Finalizados todos los viales, regrese la bandeja a la estufa a 63-65°C por 2 horas. 

• Después de las 2 horas, retire la bandeja de la estufa con cuidado y protección adecuada la bandeja de 
la estufa y coloque en desecador. Permita que los viales se equilibren con la temperatura del 
laboratorio por 30 minutos. 

• Calibre la balanza antes de su uso de acuerdo a las instrucciones del fabricante e indicaciones del 
cuaderno de calibración del laboratorio. Registre la fecha de calibración, pesa utilizada e iniciales del 
operador. 

• Tare la balanza vacía hasta que el indicador de peso lea “0,000 g”. 

• Coloque uno de los viales y registre el peso del mismo (“Vial+Muestra seca #2”). 

• Si la diferencia entre las dos últimas lecturas es menor o igual a 0,02 g, calcule el porcentaje de peso 
seco utilizando la segunda lectura. 

• Si la diferencia es mayor a 0,02 g regrese la muestra a la estufa por 2 horas y repita el pesado como se 
indicó. 

• Determine la Diferencia Porcentual Relativa (DPR) entre los pesos secos calculados para la muestra 
original y muestra duplicada. La DPR debería estar entre los rangos especificados por el laboratorio 
como aceptables, generalmente ±25%. Si la DPR es mayor a ±25% vuelva a pesar ambas muestras 
para corroborar los pesos y/o revise los cálculos. Si después de recalcular los pesos secos, la DPR 
continua siendo mayor a ±25%., notifique a su supervisor antes de proseguir. 
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• Para el blanco, la diferencia absoluta de los pesos del vial antes y después del secado debería ser igual 
o menor a 0,02 g. 

Cálculos 

100 * 
Vial) del (Peso - húmeda) Muestra(Vial
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Extracción de la muestra 

Una cantidad pesada de muestra, 10 a 30 g para sedimentos y 10- 15 g para tejidos, es secada 
químicamente con sulfato de sodio anhidro. La mezcla sulfato de sodio anhidro:muestra 
(proporción de 3-5 partes de sulfato de sodio anhidro por 1 parte de muestra) debe ser 
constantemente revuelta con una espátula de acero inoxidable hasta que la muestra esté seca 
para evitar que se consolide. La muestra seca es transferida a un cartucho de celulosa o 
cerámico y éste es colocado en el extractor Soxhlet. Trecientos mL de diclorometano:acetona 
(1:1) y 3-5 núcleos de ebullición son agregados a un balón de 500 mL. El extractor es unido 
al balón y el cartucho, con muestra en su interior, es humedecido con unos 50 mL de 
diclorometano. 

Una vez armado el extractor Soxhlet, cada muestra y muestras correspondientes al control de 
calidad son sembradas con los estándares de recuperación correspondientes y, aquellas 
seleccionadas a ser enriquecidas, con la disolución conocida de analitos. El extractor Soxhlet 
es colocado sobre una fuente de calentamiento por un mínimo de 8 horas con un ciclo de 
extracción cada 5-6 minutos (e.g. 10-12 ciclos por hora). 

Terminada la extracción, se adosa una columna tipo Snyder de tres bolas al balón de 500 mL 
y el extracto es concentrado a 10-15 mL sobre baño de agua a 60-65°C. La concentracióm 
del extracto puede realizarse en rotoevaporador cuidando de que la temperatura del baño de 
agua no sobrepase los 35°C. Si el extracto contiene algo de la muestra qua ha pasado o 
material particulado, éste debe ser filtrado antes de su concentración utilizando un embudo de 
vidrio que contenga sulfato de sodio sobre un tapón de lana de vidrio calcinada. El extracto 
concentrado a 10-15 mL es transferido a un tubo de concentración de 25 mL. El balón de 500 
mL es enjuagado 2 ó 3 veces con diclorometano:acetona (1:1) y los enjuagues transferidos al 
tubo de concentración. Se agrega un núcleo de ebullición, el extracto es concentrado y el 
disolvente cambiado en hexano sobre baño de agua a 60-65°C bajo una suave corriente de 
nitrógeno. Volumen final del extracto antes de la limpieza en columna de cromatografía debe 
ser de aproximadamente 2 ml en hexano. 
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Extracción de la muestra – Paso a paso 

• Agregue 300 mL de diclorometano:acetona (1:1) a un balón identificado claramente con el código 
identificatorio de la muestra y batería analítica, agregue 5-6 núcleos de ebullición y conecte el 
extractor Soxhlet al balón. 

o Preparación de la mezcla de diclorometano:acetona (1:1) 

 La mezcla de diclorometano:acetona (1:1) es preparada al mezclar 2 litros de diclorometano 
con 2 litros de acetona. 

 Mida 2 litros de diclorometano utilizando un cilindro graduado y vierta en una botella de 4 
litros. 

 Utilizando el mismo cilindro graduado, mida 2 litros de acetona y agréguelos a la botella de 4 
litros. Tape la botella y agite vigorosamente para lograr un mezclado completo. Agite 
nuevamente antes de cada uso. 

• Utilizando una espátula de acero inoxidable previamente enjuagada con diclorometano, transfiera la 
cantidad deseada de muestra homogenizada, 10 a 30 g de suelo/sedimentos o 10-15 g de tejido, a un 
vaso de preciptados de 250 mL. 

• Mezcle la muestra con sulfato de sodio anhidro, en proporción de 3-5 partes de sulfato de sodio 
anhidro por 1 parte de muestra, para secarla cuidando de revolver continuamente para evitar que la 
mezcla se consolide. 

• Con una espátula, previamente lavada, transfiera la muestra seca a un cartucho de extracción, de 
celulosa o cerámico, previamente extraído con diclorometano por 8 horas a 10-12 ciclos por hora. Con 
una pinza enjuagada con diclorometano acomode el cartucho dentro del extractor Soxhlet y agregue 50 
mL de diclorometano:acetona (1:1) para humedecer la muestra con cuidado de no empujarla fuera del 
cartucho. 

• Adicione los estándares de recuperación a todas las muestras, incluyendo las muestras destinadas al 
control de calidad, y adicione las disoluciones de analitos de interés a las muestras a ser enriquecidas. 

• Conecte un condensador al Soxhlet, coloque sobre la fuente de calentamiento y extraiga, como 
mínimo, durante 8 horas bajo campana. Ajuste la temperatura hasta lograr un ciclo de extracción cada 
5-6 minutos ó 10-12 ciclos por hora. Tenga especial cuidado en controlar periódicamente que se 
produzca el ciclo cuando el disolvente en el extractor Soxhlet está a nivel del sifón y que no esté 
simplemente rebalsando gota a gota. 

• En general, se espera tener un total de 50-60 ciclos. Si los ciclos son más largos se puede mantener la 
extracción por más horas. En esta situación, se debe tener cuidado de tener suficiente volumen de 
diclorometano:acetona (1:1) en el balón para realizar el ciclo y una reserva para evitar perdidas por 
recalentamiento o secado. Agregar disolvente al balón si es necesario. 

• Una vez finalizada la extracción, deje enfriar el extractor Soxhlet hasta que paren los ciclos y retire el 
condensador. 

• Agregue unos 4-5 núcleos de ebullición frescos al balón, conecte una columna de destilación tipo 
Snyder de tres bolas y coloque el balón en un baño de agua a 60-65°C para concentrar el volumen a 
10-15 mL. Alternativamente, el extracto puede ser concentrado en un rotoevaporador cuidando que la 
temperatura del baño de agua no sobrepase los 35°C. 

• Transfiera el volumen a un tubo de concentración de 25 mL y enjuague el balón con pequeñas 
porciones de diclorometano:acetona (1:1). Colecte los líquidos de lavado en el mismo tubo de 
concentración. Agregue un núcleo de ebullición al tubo de concentración y coloque sobre baño de agua 
a 60-65°C hasta concentrar el extracto a aproximadamente 1 mL en diclorometano:acetona (1:1). 

• Sin retirar del baño, agregue al tubo de concentración 10 mL de hexano y lleve nuevamente a 1 mL 
bajo corriente suave de nitrógeno. Repita este paso tantas veces como sea necesario hasta reemplazar 
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todo el diclorometano:acetona (1:1) por hexano, lo cual se evidencia por la ausencia de ebullición en el 
extracto. 

 

Limpieza con sílica gel/alúmina en columna de cromatografía 

La limpieza de los extractos de muestras de suelos, sedimentos y biota se puede realizar 
como se indica para las muestras de agua (ver Extracción y limpieza de muestras de agua 
para el análisis de plaguicidas). 

 

6.5. Determinación cuantitativa de plaguicidas por cromatografía de gases con 
detector de captura electrónica 

Introducción 
Los insecticidas clorados son rutinaria y cuantitativamente determinados mediante la técnica 
de cromatografía de gases asociada a un detector de captura electrónica (GC/ECD, por sus 
siglas en inglés). Esta técnica es muy sensible y capaz de determinar estos compuestos 
contaminantes a niveles trazas (e.g., ng g-1 o pg g-1). El método que se describe es aplicable a 
extractos de agua, suelos/sedimentos y biota luego de la limpieza apropiada. 

Una gran variedad de compuestos clorados pueden ser determinados por cromatografía de 
gases asociada a un detector de captura electrónica al utilizar técnicas de extracción y 
limpieza, disoluciones de calibración y métodos de cromatografía adecuados. Si bien con este 
método se pueden determinar, de manera rutinaria, la concentración de muchos compuestos, 
los analitos de interés para este estudio se limitan a: 

Fungicidas aromáticos Clorotalonil   
Insecticidas organofosforados Clorpirifos 

Diazinon 
Fenamifos 
Metil paratión 

 

Insecticidas piretroides Permetrina   
Uracil herbicidas Bromacil   
Urea herbicidas Diuron   
Insecticidas organoclorados Aldrin 

alpha-clordano 
Dieldrin 
4,4'-DDD 
4,4'-DDE 
4,4'-DDT 
Endrin 

Endosulfan I 
Endosulfan II 
Endosulfan sulfato 
Endrin aldehido 
Endrin cetona 

alpha-HCH 
beta-HCH 
delta-HCH 
gamma-HCH (Lindano) 
Heptacloro 
Heptacloro epóxido 
Metoxicloro 
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Límites de detección  
Los límites de detección del método para los análisis rutinarios deben ser determinados 
siguiendo las indicaciones proporcionadas en el Federal Register (1984) y resumidas en el 
cuadro siguiente. En su defecto se pueden utilizar las concentraciones de la disolución de 
calibración más baja usada en los análisis, ajustada por el peso o volumen de muestra 
extraída. 

Definición y procedimientos para la determinación de los límites de detección del método 
 

Definición 

El límite de detección del método (LDM) se define como la concentración mínima de una substancia que 
puede ser medida y reportada con una certeza del 99% de que la concentración determinada es distinta de 
cero. El LDM debe ser determinado a partir del análisis de una matriz específica que contiene el analito. 

 

Aplicación 

Este método esta designado para ser aplicado a una variedad de muestras que van desde el blanco del método 
a distintas matrices. El LDM para un método analítico bien definido puede variar de acuerdo al tipo de 
muestra y es esencial que todos los pasos analíticos detallados en el método analítico sean incluidos al 
determinar el LDM. 

 

Procedimiento 

1. Estime el limite de detección del método como: 

 El valor de la concentración que corresponde a una relación señal:ruido del instrumento de 3 a 5 

 La concentración equivalente al valor que corresponde a tres veces el desvío estándar de 
análisis replicados del analito en agua 

2. Si el MDL va a ser determinado en agua, consiga un agua libre del analito bajo estudio y proceda 
con el estudio como se indica más abajo. 

3. Si el MDL va a ser determinado en cualquier otro tipo de matriz (suelos, sedimentos, biota), analice 
la muestra para determinar la concentración del analito bajo estudio. 

 Si la concentración determinada está comprendida entre dos a cinco veces el límite de detección 
estimado, proceda con el estudio como se indica a continuación. 

 Si la concertación determinada es mayor al rango recomendado, trate de conseguir una muestra 
de la misma matriz proveniente de un área no contaminada. 

 Si la presencia del analito no es detectada, proceda con el estudio como se indica a 
continuación. 

4. Una vez determinada la concentración nativa del analito, analice un mínimo de siete alícuotas 
(enriquezca, si en la muestra no se detectó el analito bajo estudio, o analice sin agregados, si la 
concentración del analito resulto dentro de los límites recomendados) y procese de acuerdo al 
método analítico. Incluya un blanco de método en la batería analítica. 

 Si esta determinación confirma que la concentración del analito está dentro del rango 
recomendado, prosiga con los cálculos 

 Si esta determinación indica que la concentración del analito está por fuera del rango 
recomendado, obtenga una nueva muestra y repita los pasos 2-4. 
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5. Calcule la varianza (S) y desvíación estándar (s) de las medidas replicadas: 
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donde: 

Xi, i=1 a n son los resultados analíticos finales obtenidos de las alícuotas analizadas 

Σ es la suma de los valores X de i=1 a n 

6. Calcule el LDM de la siguiente manera: 

 

(s)  t LDM )99.0-1 1,-(n == α  

 

donde: 

LDM = límite de detección del método 

t(n-1, 1-α=0.99) = valor “t” del test de Student apropiado para un nivel de confianza de 99% y un 
desvío estándar con n-1 grados de libertad 

s = desvío estándar de los análisis replicados 

7. El intervalo de confianza del 95% para el LDM calculado en el punto 6 se calcula de acuerdo a las 
siguientes ecuaciones derivadas de la distribución Chi-cuadrado para los grados de libertad. 

LDM 0,64  (LCI)inferior  confianza de Límite =  

LDM 2,20  (LCS)superior  confianza de Límite =  

 

Control de calidad de los análisis 
Los controles de calidad requeridos para el análisis cuantitativo de los compuestos de interés 
están resumidos en Tabla 13 y discutidos en detalle a continuación. Estos criterios pueden ser 
modificados por el encargado del laboratorio según lo considere necesario. 

Identificación cualitativa de compuestos de interés 

La identificación cualitativa de un analito en el extracto de muestra se basa en la 
comparación del tiempo de retención del mismo con el tiempo promedio observado para ese 
compuesto en las disoluciones de calibración. La diferencia no debe ser mayor a ±4 
segundos. El analista experimentado debe utilizar la selección manual de picos y corrección 
de la línea de base cuando sea apropiado y ajustar el tamaño de la ventana de tiempo de 
retención para asegurar que todos los compuestos sean identificados correctamente. La 
intensidad del pico elegido no debe ser menor a tres veces el ruido de base. 
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Calibración del instrumental 

La calibración del instrumento para el análisis de plaguicidas puede hacerse siguiendo uno de 
los siguientes métodos: 

Tabla 13. Requerimientos de control de calidad para el análisis cuantitativo de 
plaguicidas 

Parámetro Criterio de Control de 
Calidad 

Frecuencia 

- Calibración del instrumental 
(método A) 

Mínimo de 4 disoluciones de 
calibración con un coeficiente de 
correlación >0,990 

Disperso entre las muestras de cada 
batería analítica 

- Calibración del instrumental 
(método B) 

Mínimo de 4 disoluciones de 
calibración con un coeficiente de 
correlación >0,990 
Control de calibración (ConCal); 
no mayor a ±15% de las 
concentraciones nominales 

Al comienzo de un período y control 
cada 12 horas como mínimo 

- Blanco de instrumento Instrumental libre de 
contaminación 

Antes de realizar la calibración (o 
control de calibración) y de 
comenzar el análisis de las muestras 

- Control de degradación en el 
sistema 

La degradación de compuestos 
más lábiles no debe ser mayor al 
15% 

Antes de realizar la calibración (o 
control de calibración) y de 
comenzar el análisis de las muestras 

- Recuperación de estándares de 
recuperación  

Recuperación entre 40 a 120% 
de todos los estándares de 
recuperación  

Todas las muestras, incluyendo 
muestras destinadas al control de 
calidad de los análisis 

- Blanco de laboratorio No más de dos analitos 
detectados en concentraciones 
>3 veces el límite de detección 
del método 

Uno por batería analítica 

- Duplicado Diferencia porcentual relativa 
<30% para todos los analitos de 
interés que resulten >10 veces el 
límite de detección del método 

Uno por batería analítica 

- Blanco de laboratorio 
enriquecido 

- Blanco de laboratorio 
enriquecido en duplicado (si 
existe) 

Recuperación entre 40 a 120% 
para el 80% de los analitos de 
interés 
Diferencia porcentual relativa 
<30% para todos los analitos de 
interés 

Uno por batería analítica. Pueden 
reemplazar la muestra enriquecida y 
muestra enriquecida en duplicado si 
no se dispone de suficiente material 

- Material de referencia 
certificado 

Recuperación del 80% de los 
analitos de interés, presentes en 
concentraciones >10 veces el 
límite de detección del método, 
dentro del rango certificado 

Uno por batería analítica si está 
disponible. Puede ser reemplazado 
por una muestra enriquecida 

- Muestra enriquecida 
- Muestra enriquecida en 

duplicado (si existe) 

Recuperación entre 40 a 120% 
para el 80% de los analitos de 
interés 
Diferencia porcentual relativa 
<30% para todos los analitos de 
interés 

Uno por batería analítica. Pueden 
ser reemplazados por el blanco 
enriquecido y blanco enriquecido en 
duplicado si no se dispone de 
suficiente material 
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• La calibración puede realizarse como parte de la corrida analítica en donde las 
cuatro disoluciones de calibración se colocan dispersos entre las muestras de la 
batería analítica. La curva de calibración es construida con estos cuatro niveles y 
es considerada como aceptable si presenta un coeficiente de correlación lineal (r) 
≥ 0,9950 (i.e., R2 ≥0,9900) para todos los analitos presentes en las disoluciones. 
Si este criterio no se satisface para un analito en particular y el mismo se 
encuentra presente en las muestras, la calibración debe realizarse nuevamente 
seguida del análisis de las muestras. 

• La calibración puede realizarse antes de correr las muestras y debe satisfacer los 
requerimientos mencionados en el primer método. En este caso, la calibración 
debe controlarse durante una corrida mediante la inyección de disoluciones para 
controlar la calibración (“ConCal”) con períodos no mayores a 12 horas entre uno 
y otro. Esta calibración puede durar días o semanas pero debe controlarse al 
comenzar una batería analítica y cada 12 horas, como máximo, durante la misma. 

Los niveles de concentración dependen del tipo de plaguicida y sensibilidad del equipo por lo 
que pueden ser ajustados según sea necesario. 

Blanco del instrumento 

El blanco de instrumento (o blanco de disolvente) es inyectado y analizado antes de cada 
secuencia analítica para verificar la operación del cromatógrafo y la ausencia de 
contaminación. Los análisis no deben ser iniciados hasta que el blanco del instrumento esté 
completamente libre de compuestos contaminantes. En caso de problemas con el blanco del 
instrumento, se deben tomar acciones correctivas como, por ejemplo, inyecciones repetidas 
de disolvente, limpieza del puerto de inyección, cambio del inserto de vidrio, retiro de una 
porción de la columna de cromatografía o reemplazo total de la columna. 

Control de la degradación en el puerto de inyección 

Después de comprobar que el instrumental se encuentra libre de contaminantes, se debe 
controlar que el sistema no presenta sitios activos que puedan degradar a los compuestos más 
lábiles. Una disolución de compuestos seleccionados (e.g., DDT y Aldrin que son conocidos 
por su degradación en el puerto de inyección bajo ciertas condiciones) es utilizada para 
verificar si el sistema es inerte. La degradación de estos compuestos en la puerta de inyección 
no debe ser mayor a un 15% de la cantidad inyectada para considerar que el sistema está listo 
para iniciar una corrida analítica. Si la degradación de cualquiera de estos compuestos es 
mayor al 15% se debe corregir el problema antes de comenzar con los análisis. Esto puede 
representar el cambio del inserto de vidrio y del sello inferior del inyector o retiro de una 
porción de la columna. 
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Criterio para el control de calidad de las muestras 
Las muestras dedicadas al control de calidad dentro de un lote analítico deben ser evaluadas 
en conjunto ya que el incumplimiento de los criterios preestablecidos en una de esas muestras 
no significa necesariamente el rechazo de todas las muestras en esa extracción. 

Blanco de laboratorio 

El blanco de laboratorio (o blanco de método) es utilizado para demostrar que no existieron 
problemas de contaminación en el laboratorio durante el procesamiento de la batería 
analítica. Se requiere un blanco del método para cada grupo de muestras que son procesadas 
al mismo tiempo. 

• Un blanco es aceptable cuando no contiene más de dos analitos de interés en 
concentraciones mayores a 3 veces los límites de detección establecidos. Si 
existieran más de dos analitos de interés en el blanco en concentraciones mayores 
a 3 veces los límites de detección del método (LDM), puede necesitarse la re-
extracción de todas las muestras. 

• Si cualquiera de los analitos de interés detectados en el blanco de laboratorio 
presenta una concentración mayor a 3 veces el límite de detección, pero no es 
detectado en las muestras en concentraciones mayores al límite de detección, el 
resultado de ese analito en el blanco debe ser identificado como “3>LDM” y se 
continúa con el análisis. 

• Cuando un analito de interés se detecta en el blanco de laboratorio en una 
concentración mayor a 3 veces el límite de detección y la concentración del 
mismo compuesto en las muestras es 10 veces mayor que la concentración 
encontrada en el blanco, el valor en el blanco es identificado como “3>LDM” y 
las muestras se reportan como tal. 

• Cuando un analito de interés se detecta en el blanco de laboratorio en una 
concentración mayor a 3 veces el límite de detección y la concentración del 
mismo compuesto en las muestras es menor a 10 veces la concentración 
encontrada en el blanco, las muestras de esa batería analítica deberán ser re-
extraídas y re-analizadas. Si no se dispone de suficiente muestra para hacerlo, las 
concentraciones encontradas se pueden reportar pero el analito en el blanco debe 
ser identificado con el calificador “3>LDM” y en las muestras con el calificador 
“B.” 

Blanco de laboratorio enriquecido y blanco de laboratorio enriquecido en duplicado 

El blanco de laboratorio enriquecido es utilizado para estimar la precisión analítica del 
método. Puede reemplazar a la muestra enriquecida cuando no se dispone de suficiente 
material para producirla. El blanco de laboratorio enriquecido en duplicado es utilizado para 
estimar la precisión analítica y, conjuntamente con el blanco de laboratorio enriquecido, la 
exactitud de los análisis. Se requiere un blanco de laboratorio enriquecido en cada batería 
analítica. 
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• El análisis de un blanco de laboratorio enriquecido es aceptable cuando el 80% de 
los analitos de interés presentan una recuperación entre 40 y 120% de la cantidad 
sembrada. 

• Si el criterio anterior no se cumple, se impone una acción correctiva la cual puede 
incluir la revisión de los cálculos y/o re-análisis, re-extracción del grupo de 
muestras y re-calibración o mantenimiento del equipo 

• Si la batería analítica incluye un blanco de laboratorio enriquecido en duplicado, 
las recuperaciones de analitos sembrados en este y en el blanco de laboratorio 
enriquecido no deben presentar una Diferencia Porcentual Relativa mayor al 30%. 

 

Material de referencia certificado 

El análisis de un material de referencia certificado es utilizado para estimar la precisión 
analítica del método. Si no se dispone de un material de referencia certificado el blanco de 
laboratorio enriquecido puede utilizarse con este propósito. Se requiere el análisis de un 
material de referencia certificado en cada batería analítica. 

• El análisis de un material de referencia certificado es aceptable cuando el 80% de 
los analitos de interés, presentes en el material en concentraciones mayores a 10 
veces el LDM, se encuentran dentro de los rangos de concentraciones certificadas 

• Si el criterio anterior no se cumple, es necesario revisar las integraciones e 
identidad de los picos del cromatograma, repasar los cálculos o re-inyectar el 
extracto. Si aún no se cumple con el criterio de control de calidad, se deberá 
decidir la re-extracción de las muestras. 

 

Muestra enriquecida y muestra enriquecida en duplicado 

El análisis de la muestra enriquecida es utilizado para estimar la exactitud de los análisis en 
presencia de la matriz. La muestra enriquecida en duplicado es utilizada para estimar la 
precisión analítica y, conjuntamente con la muestra enriquecida, la exactitud de los análisis. 
Se requiere una muestra enriquecida en cada batería analítica. Cuando no se dispone de 
material suficiente para producir una muestra enriquecida, la misma puede ser sustituida por 
el blanco de laboratorio enriquecido. 

• El análisis de la muestra enriquecida es aceptable cuando la recuperación del 80% 
de los analitos de interés se encuentran entre 40 y 120% de la cantidad sembrada. 
Es posible que la recuperación de uno o varios analitos se vea invalidada por las 
altas concentraciones presentes naturalmente en la muestra. En este caso, sólo se 
consideran, para el cómputo, las recuperaciones de los analitos que no presentan 
este problema. Si la mayoría de o todos los analitos presentan este problema, se 
dice que la muestra seleccionada para su enriquecimiento no es válida. 

• Si las concentraciones nativas en la muestra no son un problema y más del 20% 
de los analitos de interés presentan recuperaciones por fuera de los límites 
establecidos, se debe considerar revisar las integraciones e identidades de los 
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picos del cromatograma, repasar los cálculos, re-analizar el extracto o, incluso, la 
re-extracción de las muestras. 

• Si el criterio anterior no se cumple, es necesario revisar las integraciones e 
identidad de los picos del cromatograma, repasar los cálculos o re-inyectar el 
extracto. Si aún no se cumple con el criterio de control de calidad, se deberá 
decidir la re-extracción de las muestras. 

• Si la batería analítica incluye una muestra enriquecida en duplicado, las 
recuperaciones de analitos sembrados en esta y en la muestra enriquecida no 
deben presentar una diferencia porcentual relativa mayor al 30%. 

 

Muestra duplicada 

El análisis de la muestra duplicada es utilizado para estimar el grado de homogeneidad de las 
muestras y, en conjunto con la muestra original, la precisión de los análisis. Se requiere una 
muestra enriquecida en cada batería analítica. Se espera que las diferencias porcentuales 
relativas entre las concentraciones encontradas en la muestra original y muestra duplicada 
sean menores al 25%. Si estas diferencias son mayores en más de un 20% de los analitos 
detectados en concentraciones mayores a 10 veces el límite de detección se requiere una 
acción correctiva. Esto puede incluir, revisión de las integraciones e identidades de los picos 
del cromatograma y cálculos, re-inyección y re-análisis de ambas muestras, mantenimiento 
y/o nueva calibración del equipo o re-extracción de la batería analítica. 

Estándares de recuperación e internos 

Todas las muestras, incluyendo aquellas introducidas por el laboratorio y destinadas al 
control de calidad, son sembradas con las cantidades adecuadas de los estándares de 
recuperación apropiados para el análisis de plaguicidas. Estos estándares son utilizados para 
determinar la concentración de los analitos de interés y para evaluar el comportamiento del 
método. Esto se hace utilizando como referencia a uno o más estándares internos. Distintos 
análisis pueden requerir diferentes estándares de recuperación e internos y los límites de 
recuperación aceptables para estándares de recuperación son definidos durante el desarrollo 
del método. 

• En general, el análisis rutinario de plaguicidas requiere que la recuperación de los 
estándares agregados esté comprendida entre el 40 al 120% de la cantidad 
sembrada. Si esto no se logra, se deben revisar los cálculos, posibles interferencia 
con cualquiera de los dos tipos de estándares (de recuperación e internos), errores 
de siembra, etc. En el caso de recuperaciones constantemente por encima de 
120%, se debe sospechar una posible concentración de la disolución que lo(s) 
contiene(n). 

• Si la recuperación del estándar utilizado para determinar las concentraciones de 
los analitos de interés en una muestra presenta una recuperación por encima del 
120% se debe sospechar la existencia de interferencias si el mismo estándar en las 
disoluciones de calibración y demás muestras de la batería analítica está en 
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control. De ser posible, es conveniente tener más de un estándar de recuperación 
para evitar este problema. 

• Si la causa de una recuperación fuera de límites no es identificada, el extracto 
debe ser re-analizado. Si el re-análisis rinde una recuperación dentro de los límites 
establecidos, la muestra puede ser reportada, caso contrario debe re-extraerse. Si 
aún persiste el problema, la muestra se reporta con los calificadores 
correspondientes. 

 

Equipamiento y materiales 

Cromatógrafo de gases asociado a un detector de captura electrónica 

El cromatógrafo de gases debe poseer un inyector tipo “split/splitless” y tener la capacidad de 
utilizar una columna capilar en horno de temperatura programable asociada a un detector de 
captura electrónica normal o micro detector. La columna comúnmente utilizada para el 
análisis de plaguicidas tiene las siguientes características: columna capilar de 30 m de 
longitud x 0,25 mm de diámetro interno y una fase liquida DB-5 de 0,25 µm de espesor. 
Otras columnas similares características pueden utilizarse. Es conveniente contar con un 
inyector automático con capacidad de realizar inyecciones de 1 a 4 µL. Una segunda 
columna de diferente polaridad, tipo DB-17ht o equivalente, puede ser utilizada para la 
confirmación de los compuestos de interés. El programa utilizado para el análisis de 
plaguicidas por cromatografía de gases y captura electrónica es el siguiente: 

 Temperatura del inyector: ..............................275°C 
 Temperatura del detector: ..............................325°C 
 Programa de temperatura del horno: 
  Temperatura inicial: ...........................100°C mantenida por 1 minuto 
  1ra rampa de calentamiento ................5,0°C min-1 
  Temperatura final 1ra  rampa ..............140oC mantenida por 1 minuto 
  2da rampa de calentamiento ................1,5°C min-1 
  Temperatura final 2da rampa ..............250°C mantenida por 1 minuto 
  3ra rampa de calentamiento ................10°C min-1 
  Temperatura final 3ra rampa ...............300°C mantenida por 5 minuto 
 Gas transportador ...........................................Helio a 1,5 mL min-1 
 Gas secundario (“make-up”) ..........................Argón/Metano (95:5) a 40 mL min-1 
 Tiempo total de corrida ..................................94.3 minutos 
 

Estas condiciones pueden ser modificadas para mejorar el perfil cromatográfico si se desea. 
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Estándares 

A continuación se resumen, en forma breve, el procedimiento para preparar los distintos 
estándares necesarios para el análisis de plaguicidas, teniendo en cuenta que, siempre que sea 
posible, es conveniente comprar los estándares de plaguicidas como mezclas certificadas ya 
preparadas las cuales pueden ser mezcladas y diluidas antes de su uso. 

 

Disolución de estándares de recuperación e internos 

Las disoluciones de estándares de recuperación e internos se preparan pesando las cantidades 
apropiadas de los compuestos puros, transferidos cuantitativamente a un matraz volumétrico, 
y diluyendo con hexano o disolvente similar no clorado. Las disoluciones de estándares de 
recuperación e internos son de uso individual y deben prepararse y almacenarse como tal. 
Las disoluciones de estándares de recuperación e internos deben ser preparadas de manera tal 
que la adición de 0,100 mL a la muestra, antes de su extracción y antes de su análisis 
instrumental, respectivamente, resulte en concentraciones finales de estándares de 
recuperación e internos que, en el volumen final del extracto de 1 mL, resulten intermedias 
entre el nivel más bajo y el más alto de la curva de calibración. Todos los analitos de interés 
presentes en la muestra son cuantificados en base a un estándar de recuperación y la 
recuperación de este en base a un estándar interno. Por este motivo, si se esperan 
concentraciones muy altas o muy bajas de los compuestos de interés en las muestras, las 
cantidades agregadas de estándares de recuperación, internos y los volúmenes finales de los 
extractos deben ser ajustados convenientemente. 

 

Disolución de enriquecimiento 

La disolución de enriquecimiento (o de siembra) contiene todos o una buena selección de los 
analitos de interés que van a ser utilizados para fortalecer un blanco o muestra enriquecidos. 
Esta disolución se prepara pesando las cantidades apropiadas de los compuestos puros, 
transferidos cuantitativamente a un matraz volumétrico, y diluyendo con hexano o disolvente 
similar no clorado. La disolución de enriquecimiento debe ser preparada de manera tal que la 
adición de 0,100 mL al blanco o a la muestra, antes de su extracción, resulte en 
concentraciones finales de analitos que, en el volumen final del extracto de 1 mL, resulten 
intermedias entre el nivel más bajo y el más alto de la curva de calibración. Si se esperan 
concentraciones muy altas o muy bajas de los compuestos de interés en la muestra 
seleccionada para enriquecer y el volumen final del extracto va a ser ajustado (ver Disolución 
de estándares de recuperación e internos), la cantidad de disolución de enriquecimiento a 
sembrar debe ajustarse convenientemente. 

 

Disolución de control de degradación 

La disolución utilizada para comprobar que el sistema no presenta sitios activos que puedan 
degradar a los analitos más lábiles contiene compuestos como el DDT y Aldrin, conocidos 
por su fácil degradación en el puerto de inyección bajo ciertas condiciones. Esta disolución 
se prepara pesando las cantidades apropiadas de los compuestos puros, transferidos 
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cuantitativamente a un matraz volumétrico, y diluyendo con hexano o disolvente similar no 
clorado para lograr concentraciones similares a las intermedias de la curva de calibración. 
Esta disolución debe contener, en su forma final y lista para utilizar, las cantidades adecuadas 
de estándares de recuperación e internos. 

Control de degradación – Paso a paso 

• El DDT y endrin pueden ser fácilmente degradado en el puerto de inyección del cromatógrafo si el 
mismo, o el principio de la columna, están sucios. Esta suciedad resulta de la acumulación de residuos 
de alto punto de ebullición de muestras analizadas previamente. 

• Prepare una disolución de concentración conocida, y correspondiente a la región central de la curva de 
calibración, de 4,4’-DDT y endrin. 

• Inyecte 2 µL de esta disolución y analice utilizando el método que va a utilizar para el análisis de los 
extractos de las muestras. 

• Registre la presencia y cantidades de los productos de degradación del 4,4’-DDT (4,4’-DDE y 4,4’-
DDD) y endrin (endrin cetona y endrin aldehido). 

• Calcule el porcentage de degradación utilizando las siguiente fórmulas: 

100 * 
4,4'-DDD) de Área4,4'-DDE de Área4,4'-DDT de (Área

4,4'-DDD) de Área4,4'-DDE de (Área
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⎠

⎞
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⎝

⎛
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+
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aldehido)endrin  de Áreacetonaendrin  de Áreaendrin de (Área

aldehido)endrin  de Áreacetonaendrin  de (Área
 endrin  den Degradació % ⎟⎟

⎠

⎞
⎜⎜
⎝

⎛
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+
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• Si la degradación de cualquiera de los dos analitos es superior al 20% se necesita 
corregir el problema antes de proceder con la calibración y análisis de los extractos de 
las muestras. 

Calibración del Cromatógrafo 
La calibración del cromatógrafo de gases para el análisis de plaguicidas puede realizarse 
utilizando uno de los dos métodos que se indican más arriba (ver: Control de calidad de los 
análisis, Calibración del instrumental). 

 

Análisis cromatográfico de las muestras 
Como se ha mencionado, las muestras dedicadas al control de calidad (e.g., blanco, muestra 
en duplicado, muestra enriquecida, y material de referencia) y muestras que componen el lote 
analítico son analizadas como una sola secuencia analítica con las disoluciones de calibración 
o de control de la calibración, según sea el método escogido (ver Control de calidad de los 
análisis, Calibración del instrumental). Antes de comenzar la secuencia analítica, se debe 
inyectar 1 ó 2 µL de hexano (ver: Control de calidad de los análisis, Blanco del instrumento) 
seguido de similar volumen de la disolución de control de la degradación (ver: Control de 
calidad de los análisis, Control de la degradación en el puerto de inyección) para comprobar 
que el sistema está libre de contaminantes y no se observa degradación de los compuestos 
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más lábiles en el puerto de inyección. El análisis de las muestras se hace inyectando de 1 a 4 
µL de los extractos. 

 

Identificación cualitativa de los analitos de interés 
Para identificar un pico como correspondiente a un analito de interés se deben seguir el 
criterio discutido más arriba (ver: Control de calidad de los análisis, Identificación cualitativa 
de compuestos de interés). Las Figuras 13 y 14 muestra el órden de elución y respuestas 
relativas de los insecticidas clorados y contemporaneos de interés y estándares de 
recuperación e interno; la concentración de cada analito es 100 ng/mL. 

 

 

Figura 13. Insecticidas clorados por cromatografía de gases y detector de captura 
electrónica. 

 

Determinación cuantitativa de los analitos de interés 

Como se describe en las secciones siguientes, las concentraciones de los analitos de interés se 
basan en los factores de respuestas de esos compuestos en las disoluciones de calibración. En 
general, los sistemas cromatográficos modernos poseen programas de computadoras que 
permiten realizar estos cálculos de manera casi automática. No obstante es importante 
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entender los conceptos que se utilizan para poder comprobar, en forma manual y como un 
control de calidad adicional, algunos de los resultados producidos por el software. 

 

Figura 14. Insecticidas contemporaneos por cromatografía de gases y detector de 
captura electrónica. 

 

Calibración y determinación cuantitativa utilizando una ecuación cuadrática 

La curva de calibración se establece a partir de la información adquirida de la inyección de 
los cuatro niveles de calibración. El ajuste de curva puede realizarse utilizando una ecuación 
de la forma: 

 2
210 xbxbbY ++=  (1) 

donde: 

 x = cantidad del analito de interés en ng 
 b0, b1, y b2 = coeficientes de la ecuación cuadrática. Si la ecuación es forzada por 

cero, entonces b0 = 0 
 Y = área modificada del analito de interés definido como: 
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donde: 

 Aa = área del compuesto 
 Asu = área del estándar de recuperación 
 Csu = cantidad de estándar de recuperación en ng 

Para aquellos picos cromatográficos que satisfacen el criterio de identificación cualitativa 
(ver: Control de calidad de los análisis, Identificación cualitativa de compuestos de interés), 
la solución de esta ecuación cuadrática: 

 
2
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Ybbbb
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−−+−

=  (3) 

producirá la cantidad de cada analito de interés en el extracto analizado. Para determinar la 
concentración del compuesto en la muestra, se deberá dividir el valor encontrado por el peso 
o volumen de muestra extraído para expresar la concentración como ng g-1 o ng L-1. 

Calibración y determinación cuantitativa utilizando una ecuación exponencial 

Como una alternativa a la ecuación cuadrática, se puede utilizar una ecuación exponencial de 
la forma: 

 Y = A XB (4) 

donde: 

 Y = concentración relativa (razón de concentraciones entre Ca y Csu) 
 X = área relativa (razón de áreas entre Aa y Asu) 
 A = pendiente de la ecuación 
 B = coeficiente exponencial 

Esta ecuación se puede expresar como: 
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donde: 

 Ca = concentración del analito (ng mL-1) 
 Csu = concentración del estándar de recuperación utilizado (ng mL-1) 
 Aa = área del analito que se mide 
 Asu = área del estándar de recuperación utilizado 

Como Ca y Csu se refieren a las concentraciones del analito y estándar de recuperación en el 
mismo volumen de extracto, ambos pueden ser substituidos por sus cantidades. Re-
acomodando los términos de la ecuación y dividiendo ambos lados de la misma por la 
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cantidad de muestra extraída, es posible expresar la concentración del analito de interés como 
ng g-1 o ng L-1: 

 
t

su

B

su

a

M
Cantidad

A
AA *Analito][

)L (ngor  )g (ng 1-1- ⎟⎟
⎠

⎞
⎜⎜
⎝

⎛
=  (6) 

donde: 

 A = pendiente de la ecuación 
 B = coeficiente exponencial 
 Aa = área del analito que se mide 
 Asu = área del estándar de recuperación utilizado 
 Cantidadsu = cantidad de estándar de recuperación, en ng, agregado a la muestra 

antes de la extracción 
 Mt = tamaño de muestra, en g o L 

Dilución de un extracto 

Si la respuesta instrumental de un analito excede la respuesta observada para el mismo 
compuesto en la disolución de calibración más concentrada, el extracto requiere una dilución 
apropiada. Para obtener una respuesta dentro de rango de concentraciones utilizadas para 
calibrar el cromatógrafo se procede a un nuevo agregado de estándares de recuperación antes 
de re-analizar la muestra. 

Dilución de un extracto – Paso a paso 

• Antes de hacer la dilución, asegúrese que el volumen del extracto original es exactamente 1 mL, 
ignorando la cantidad inyectada en el cromatógrafo (i.e., 1 ó 2 µL). 

• Dependiendo de la dilución requerida, tome el volumen adecuado y exacto del extracto original y 
colóquelo en un nuevo vial. Por ejemplo, si la muestra necesita ser diluida 10 veces, tome 
exactamente 0,100 mL los que se diluirán a aproximadamente 1 mL (ver Tabla a continuación). 

• Siembre con 0,100 mL de la disolución de standards de recuperación. 
• Lleve a aproximadamente 1 mL con hexano o disolvente similar no clorado y regrese al 

cromatógrafo para su re-inyección y análisis. 

• El extracto diluido debe ser analizado para determinar solamente la concentración de aquellos 
analitos que exhibieron una concentración superior al nivel más alto de calibración. 

Dilución 
Requerida 

Volumen de 
extracto original 

Volumen de disolución 
de estándares de 

recuperación 

Volumen de 
disolvente(2) 

Volumen 
final(2) 

5 veces 0,200 mL 0,100 mL ~ 0,700 mL ~ 1 mL 
10 veces 0,100 mL 0,100 mL ~ 0,800 mL ~ 1 mL 
20 veces 0,050 mL(1) 0,100 mL ~ 0,850 mL ~ 1 mL 
50 veces 0,020 mL(1) 0,100 mL ~ 0,880 mL ~ 1 mL 
100 veces 0,010 mL(1) 0,100 mL ~ 0,890 mL ~ 1 mL 
500 veces 0,002 mL(1) 0,100 mL ~ 0,898 mL ~ 1 mL 

(1) es aconsejable realizar una dilución intermedia. 
(2) al utilizar los estándares de recuperación para determinar la concentración de los analitos de 
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interés se produce una compensación interna y no es necesario llevar a volumen exacto. 

 

Control de calidad de los cálculos 

Las concentraciones calculadas utilizando cualquiera de los dos métodos anteriores deben ser 
confirmadas con cálculos independientes. Varias concentraciones seleccionadas al azar deben 
ser confirmadas utilizando ecuación 3 ó 6, según sea la calibración, en una hoja de cálculo 
comercial (Excel o similar), utilizando la misma ecuación de calibración y comparadas con 
los valores reportados. Ambas concentraciones deben coincidir exactamente excepto por 
errores de redondeo. 

Ejemplo de cálculos de concentraciones 
La siguiente información es recopilada del libro del laboratorio y del impreso del análisis utilizando el software 
del cromatógrafo de gases. Para generalizar el ejemplo, se omiten los nombres del analito, estándar de 
recuperación y estándar interno. 

 Código de la muestra: .................................................................F99999 
 Peso de la muestra: .....................................................................5.211 g 
 Cantidad de estándar de recuperación adicionado:.....................90.8 ng 
 Volumen final: ...........................................................................1.0 mL 
 concentración de estándar de recuperación ................................0,0000908 mg mL-1 
 Coeficientes de la curva de calibración: 
 b0 = 0.0 b1 = 0.4814 b2 = -205.9 
 Área del estándar De recuperación: ............................................228.95 
 Área del analito “A” ...................................................................24.211 
 Valor reportado ..........................................................................3.863 ng g-1 

Utilizando la ecuación: 

 
2

02
2
11

b2
Y)(bb4bb

x
−−+−

=  (3) 

donde: 

 su
su

a C*
A
A

Y ⎟⎟
⎠

⎞
⎜⎜
⎝

⎛
=  (2) 

Cálculo manual de la concentración del analito “A” 

1-1- µL µg 20,00000960 µL µg 0,0000908*
228.95

 24.211Y =⎟
⎠
⎞

⎜
⎝
⎛=  

1
2

µL µg 90,00002011
205,9)(*2

2)0,00000960(0*205,9)(*40,48140,4814
]A Analito[ −=

−

−−−+−
=  

1
111

g ng 3,861
g 5,211

mL µL 1000*µg ng 1000*µL µg 90,00002011]A Analito[ −
−−−

==  

La diferencia porcentual relativa entre la concentración obtenida mediante el uso del software del cromatógrafo 
de gas y el calor obtenido manualmente deben coincidir exactamente excepto por errores de redondeo. 
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%05,0 100 *

2
g ng 3,861  g ng 3,863

)g ng 3,861  g ng (3,863  Relativa Porcentual Diferencia
1-1-

1-1-
=

⎥
⎥
⎥
⎥
⎥

⎦

⎤

⎢
⎢
⎢
⎢
⎢

⎣

⎡

⎟
⎟
⎠

⎞
⎜
⎜
⎝

⎛ +

−
=  

 

Evaluación de los parámetros de control de calidad 

 

Recuperación de estándares de recuperación 

Los porcentajes de recobro de los estándares de recuperación en los extractos de muestras 
son estimados comparando la respuesta relativa del estándar de recuperación en la muestra 
con la obtenida de las disoluciones de calibración. El laboratorio deberá tomar las acciones 
correctivas apropiadas cada vez que la recuperación de los estándares de recuperación estén 
fuera del rango buscado (ver: Control de calidad de los análisis, Estándares de recuperación 
e internos). 

 

Diferencia porcentual relativa 

Las concentraciones encontradas en la muestra original y su muestra duplicada deben ser 
comparables para certificar la homogeneidad de las muestras y la precisión de los análisis 
(ver: Control de calidad de los análisis, Muestra duplicada). De no cumplirse con los 
requerimientos de control de calidad, el laboratorio deberá implementar las acciones 
correctivas necesarias. 

 100 *

2
C  C

)C  (C  Relativa Porcentual Diferencia
mdmo

mdmo

⎥
⎥
⎥
⎥

⎦

⎤

⎢
⎢
⎢
⎢

⎣

⎡

⎟
⎠
⎞

⎜
⎝
⎛ +

−
=  (7) 

donde: 

 Cmo = concentración encontrada en la muestra original 
 Cmd = concentración encontrada en la muestra duplicada 
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Recuperación de analitos de interés en muestras enriquecidas y materiales de referencia 
certificados 

Una buena recuperación de los analitos agregados a las muestras enriquecidas o duplicación 
de concentraciones certificadas en materiales de referencia son indicativos de una buena 
técnica de laboratorio. El porcentaje de recuperación de los distintos analitos sembrados en 
muestras enriquecidas es calculada utilizando la ecuación: 

 100 *
A

)M*C  M * (C ón recuperaci de Porcentaje
ad

momomeme
⎥
⎦

⎤
⎢
⎣

⎡ −
=  (8) 

donde: 

 Cme = concentración encontrada en la muestra enriquecida 
 Cmo = concentración encontrada en la muestra original 
 Mme = tamaño de muestra enriquecida 
 Mmo = tamaño de muestra original 
 Aad = concentración de analito adicionado 

Calcule y reporte el porcentaje de recuperación de todos los analitos de interés adicionados a 
las muestras enriquecidas y todos los compuestos con concentración certificada en los 
materiales de referencia. Note que, por definición, Cmo en el blanco de laboratorio 
enriquecido y su duplicado es igual a cero. El laboratorio deberá implementar las acciones 
correctivas necesarias si los requerimientos de control de calidad no se cumplen (ver: Control 
de calidad de los análisis, Muestra enriquecida y muestra enriquecida en duplicado y 
Material de referencia certificado). 

 

Mantenimiento del cromatógrafo de gas y detector de captura electrónica 
Existen varios pasos simples que pueden ayudar a mantener el buen funcionamiento del 
cromatógrafo de gas y su detector de captura electrónica. A saber: 

• La jeringa debe ser enjuagada con el disolvente apropiado después de cada 
inyección. Esto puede hacerse manualmente o mediante el uso del inyector 
automático. 

• Evite la inyección de extractos que contengan restos importantes de disolventes 
clorados (e.g., diclorometano) o altos contenidos de azufre (e.g., muestras de 
suelos y/o sedimentos anóxicos, huevos de aves, etc.) 

• El septum de inyección deberá cambiarse luego de unas cuantas inyecciones, 
dependiendo del estado de la jeringa, para evitar variaciones en los tiempos de 
retención. 

• Un inserto de vidrio nuevo deberá instalarse apenas se presenten signos de 
degradación de los compuestos más lábiles. Incluso, si se observa un incremento 
importante en el porcentaje de degradación de analitos en la disolución de control 
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de la degradación, es conveniente reemplazar el inserto antes de llegar al nivel de 
acción del 15%. 

• En ocasiones es necesario reemplazar, junto con el inserto de vidrio, el sello 
inferior del inyector para evitar degradación o arrastre de los picos. 

• Si luego de reemplazar el inserto y sello aún se observa degradación, arrastre o 
disminución en la respuesta de los analitos de interés, será necesario remover las 
primeras dos vueltas de la columna capilar del extremo del inyector. 

• Los tanques de gases de arrastre (helio) y auxiliares (mezcla de argón:metano o 
nitrógeno) deben cambiarse mucho antes de que estén vacíos para evitar suciedad 
que pueda incrementar el ruido de base o contaminar columna y/o detector. En 
general, es preferible cambiar el tanque cuando la presión en el mismo cae por 
debajo de las 500 psi. 

• Todo mantenimiento que se realice al cromatógrafo de gas o detector de captura 
electrónica, incluyendo cambios de tanques de gases, debe ser registrado en un 
cuaderno o libro destinado para este fin y dedicado exclusivamente a un solo 
equipo. 

 

Documentación 
Al momento de recibir las muestras para su análisis instrumental, el analista debe también 
recibir, en un folder debidamente identificado, copias de las hojas del laboratorio que 
corresponda al lote analítico y en donde se documenta el proceso de las muestras incluyendo 
los problemas encontrados, accidentes ocurridos y/o comentarios relevantes. De existir, 
también se debe incluir en el folder la documentación de iniciación o pedido de análisis 
donde se identifica la persona responsable del proyecto que pueda responder ante cualquier 
duda (e.g., tipo de análisis a realizar, cantidad de muestra a extraer, volumen de estándares de 
recuperación e internos a sembrar y reporte final de las concentraciones). 

Al realizar el análisis instrumental, el analista debe agregar a este folder copia de la secuencia 
analítica, información sobre el blanco del instrumento, disolución de control de la 
degradación, calibración del instrumento, impresos de los cromatogramas y sus análisis y 
copia del reporte finalizado. Este reporte final deberá incluir, además de los resultados de las 
muestras analizadas, información sobre las muestras de control de calidad (blanco de 
laboratorio, muestra duplicada, muestra enriquecida y material de referencia) y sus 
parámetros (recuperación de estándares de recuperación, diferencia porcentual relativa entre 
originales y duplicados, recuperación de analitos de interés en blancos y muestras 
fortificadas, duplicación de resultados certificados para el material de referencia). 

 

Reporte de concentraciones 

Las concentraciones son generalmente reportadas, con tres decimales, como ng g-1 peso seco 
o húmedo (suelos/sedimentos/biota) o como ng L-1 (aguas) (ver sección 6.8). 
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6.6. Determinación cuantitativa de insecticidas carbamatos por cromatografía liquida 
de alta resolución 

Introducción 

Los insecticidas carbamatos son cuantitativamente determinados mediante la técnica de 
cromatografía líquida de alta resolución (HPLC, por sus siglas en inglés) asociada a un 
detector de fluorescencia. Esta técnica capaz de determinar estos compuestos contaminantes 
a niveles trazas (e.g., ng g-1). El método que se describe es aplicable a extractos de agua, 
suelos/sedimentos y biota luego de la limpieza apropiada. Los compuestos carbámicos de 
interés para este estudio se limitan a: 

 

Insecticidas carbamatos Carbaril Carbofurán Oxamil 

 

Límites de detección  
Los límites de detección del método para los análisis rutinarios deben ser determinados 
siguiendo las indicaciones proporcionadas en el Federal Register (1984) y resumidas en 
sección 6.5 (Límite de detección). Como se mencionó, alternativamente se pueden utilizar las 
concentraciones de la solución de calibración más baja usada en los análisis, ajustada por el 
peso o volumen de muestra extraída. 

 

Control de calidad de los análisis 

Los controles de calidad requeridos para el análisis cuantitativo de los compuestos de interés 
están resumidos en sección 6.5 (Control de calidad de los análisis). 

 

Criterio para el control de calidad de las muestras 
Los criterios para el control de calidad de las muestras están resumidos en sección 6.5 
(Criterio para el control de calidad de las muestras). 

 

Equipamiento y materiales 

Cromatógrafo líquido de alta resolución asociado a un detector de fluorescencia 

El cromatógrafo líquido de alta resolución debe ser un sistema robusto, de alto rendimiento y 
que genere datos reproducibles, exactos y precisos con la sensibilidad y resolución adecuada 
para el análisis de insecticidas carbámicos. Es importante utilizar una columna de 
dimensiones y relleno adecuados al análisis. Para la determinación de insecticidas 
carbámicos por cromatografía líquida de alta resolución asociada a un detector de 
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fluorescencia se recomienda una columna para carbamatos de dimetiloctadecil/silica de 150 
mm de largo por 3,9 de diámetro interno o similar. Es conveniente, además, contar con un 
auto-muestreador que permita la inyección automática de los extractos. Las condiciones 
cromatográficas del análisis de carbamatos son las siguientes: 

 Columna: ..........................................3,9 x 150 mm para carbamatos 
 Relleno: ............................................dimetiloctadecil/silica 
 Flujo de la fase móvil:......................1,5 mL min-1 
 Temperatura de la columna: .............25°C 
 Volumen de inyección: ....................300 µL 
 Temperatura del horno reactor: ........80°C 
 Flujo de He:......................................30 mL min-1 
 Fase móvil: .......................................Agua Milli-Q/metanol/acetonitrilo (gradiente) 
  Composición de fase móvil: 
   Fase A: .................................agua milli-Q 
   Fase B: .................................metanol 
   Fase C: .................................acetonitrilo 
 Tiempo de corrida: ...........................30 min 
 Detector de Fluorescencia: 
  Emisión: .....................................445 nm 
  Excitación: .................................339 nm 

 
Gradiente: 

Tiempo Flujo 

mL min 

Fase A 

% 

Fase B 

% 

Fase C 

% 
0 1,5 88 12 0 

4,0 1,5 88 12 0 

4,1 1,5 68 16 16 

16,1 1,5 30 35 35 

35 1,5 88 12 0 

60 1,5 88 12 0 

75 1,0 0 100 0 

96 1,0 0 100 0 

130 0 0 100 0 

 
Estas condiciones pueden ser modificadas para adaptarlas al equipamiento propio de cada 
laboratorio o para mejorar el perfil cromatográfico si es necesario. 
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Estándares 

Los criterios para la preparación de estándares están resumidos en sección 6.5 (Equipamiento 
y materiales, Estándares). Como ya se indicó, es conveniente comprar los estándares de estos 
insecticidas como mezclas certificadas ya preparadas las cuales pueden ser mezcladas y 
diluídas antes de su uso. 

Calibración del Cromatógrafo 

La calibración del cromatógrafo líquido de alta resolución asociado a un detector de 
fluorescencia para el análisis de insecticidas carbámicos puede realizarse utilizando uno de 
los dos métodos que se indicaron anteriormente (ver sección 6.5; Control de calidad de los 
análisis, Calibración del instrumental). 

 

Análisis cromatográfico de las muestras 
Como se ha mencionado, las muestras dedicadas al control de calidad (e.g., blanco, muestra 
en duplicado, muestra enriquecida, y material de referencia) y muestras que componen el lote 
analítico son analizadas como una sola secuencia analítica con las disoluciones de calibración 
o de control de la calibración según sea el método escogido (ver sección 6.5; Control de 
calidad de los análisis, Calibración del instrumental). Antes de comenzar la secuencia 
analítica, se debe correr un blanco del instrumento para comprobar que el sistema está libre 
de contaminantes. El análisis de las muestras se hace inyectando de 300 µL de los extractos. 

 

Identificación cualitativa de los analitos de interés 
Para identificar un pico como correspondiente a un analito de interés se deben seguir el 
criterio discutido anteriormente (ver sección 6.5; Control de calidad de los análisis, 
Identificación cualitativa de compuestos de interés). 

 

Determinación cuantitativa de los analitos de interés 
Las concentraciones de los analitos de interés se basan en los factores de respuestas de esos 
compuestos en las disoluciones de calibración. En general, los sistemas cromatográficos 
modernos poseen programas de computadoras que permiten realizar estos cálculos de manera 
casi automática. No obstante es importante entender los conceptos que se utilizan para poder 
comprobar, en forma manual y como un control de calidad adicional, algunos de los 
resultados producidos por el software (ver sección 6.5; Determinación cuantitativa de los 
analitos de interés). 
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Dilución de un extracto 

Si la respuesta instrumental de un analito excede la respuesta observada para el mismo 
compuesto en la disolución de calibración más concentrada, el extracto requiere una dilución 
apropiada para obtener una respuesta dentro de rango de concentraciones utilizadas para 
calibrar el cromatógrafo, nuevo agregado de estándares de recuperación y re-análisis. 

 

Control de calidad de los cálculos 

Las concentraciones calculadas utilizando el programa del cromatógrafo deben ser 
confirmadas con cálculos independientes. Varias concentraciones seleccionadas al azar deben 
ser confirmadas utilizando en una hoja de cálculo comercial (Excel o similar), utilizando la 
misma ecuación de calibración, y comparadas con los valores reportados. Ambas 
concentraciones deben coincidir exactamente excepto por errores de redondeo. 

 

Evaluación de los parámetros de control de calidad 

Recuperación de estándares de recuperación 

Los porcentajes de recobro de los estándares de recuperación en los extractos de muestras 
son estimados comparando la respuesta relativa del estándar de recuperación en la muestra 
con la obtenida de las disoluciones de calibración. El laboratorio deberá tomar las acciones 
correctivas apropiadas cada vez que la recuperación de los estándares de recuperación estén 
fuera del rango buscado (ver seccion 6.5; Control de calidad de los análisis, Estándares de 
recuperación e internos). 

Diferencia porcentual relativa 

Las concentraciones encontradas en la muestra original y su muestra duplicada deben ser 
comparables para certificar la homogeneidad de las muestras y la precisión de los análisis 
(ver sección 6.5; Control de calidad de los análisis, Diferencia porcentual relativa). 

Recuperación de analitos de interés en muestras enriquecidas y materiales de referencia 
certificados 

Una buena recuperación de los analitos agregados a las muestras enriquecidas o duplicación 
de concentraciones certificadas en materiales de referencia son indicativos de una buena 
técnica de laboratorio (ver sección 6.5; Control de calidad de los análisis, Recuperación de 
analitos de interés en muestras enriquecidas y materiales de referencia certificados). 
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Mantenimiento del cromatógrafo líquido de alta resolución asociado y detector de 
fluorescencia 

Todo mantenimiento que se realice al cromatógrafo líquido de alta resolución asociado o el 
detector de fluorescencia, incluyendo cambios de solventes, debe ser registrado en un 
cuaderno o libro destinado para este fin y dedicado exclusivamente a un solo equipo. 

 

Documentación 
La documentación que debe recibir el laboratorio junto a los extractos de las muestras a 
analizar, así como la documentación que el analista debe agregar a la carpeta correspondiente 
se discute en la seccion 6.5 (Documentación). 

 

Reporte de concentraciones 
Las concentraciones son generalmente reportadas, con tres decimales, como ng g-1 peso seco 
o húmedo (suelos/sedimentos/biota) o como ng L-1 (aguas) (ver sección 6.8) 

 

6.7. Determinación de herbicidas triazinas por cromatografía de gases con detector de 
espectrometría de masas 

 

Introducción 

Los herbicidas triazinas pueden ser determinados por cromatografía de gases asociada a 
espectrometría de masas (GC/MS, por sus siglas en inglés) al utilizar técnicas de extracción y 
limpieza, soluciones de calibración y métodos de cromatografía adecuados. Esta técnica es 
capaz de determinar estos compuestos contaminantes a niveles trazas (e.g., ng g-1). El método 
que se describe es aplicable a extractos de agua, suelos/sedimentos y biota luego de la 
limpieza apropiada. Las herbicidas triazinas de interés para este estudio se limitan a: 

 

Herbicidas triazinas Ametrina 
Atraton 
Atrazina 
Prometon 

Prometrina 
Propazina 
Secbumeton 
Simetrina 

Simazina 
Terbutilazina 
Terbutrina 

 

Límites de detección  

Los límites de detección del método para los análisis rutinarios deben ser determinados 
siguiendo las indicaciones proporcionadas en el Federal Register (1984) y resumidas en 
sección 6.5 (Límite de detección). Como se mencionó, alternativamente se pueden utilizar las 
concentraciones de la solución de calibración más baja usada en los análisis, ajustada por el 
peso o volumen de muestra extraída. 
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Control de calidad de los análisis 

Los controles de calidad requeridos para el análisis cuantitativo de los compuestos de interés 
están resumidos en sección 6.5 (Control de calidad de los análisis). Es importante destacar 
que para la identificación cualitativa de un analito es necesario, además del requerimiento 
mencionado de una diferencia menor de ± 4 segundos en los tiempos de retención del analito 
y su estándar, tener una diferencia menor a ±2 segundos entre los tiempos de retención 
correspondientes a los iones seleccionados como de cuantificación y confirmación. 

 

Criterio para el control de calidad de las muestras 
Los criterios para el control de calidad de las muestras están resumidos en sección 6.5 
(Criterio para el control de calidad de las muestras). 

 

Equipamiento y materiales 

Cromatógrafo de gases asociado a un detector de espectrometría de masas 

El cromatógrafo de gases debe poseer un inyector tipo “split/splitless” y tener la capacidad de 
utilizar una columna capilar en horno de temperatura programable asociada a un 
espectrómetro de masas. La columna capilar más utilizada para el análisis de contaminantes 
orgánicos posee una longitud de 30 m x 0,25 mm de diámetro interno y una fase liquida DB-
5 de 0,25 µm de espesor o similar. Es conveniente contar con un inyector automático con 
capacidad de realizar inyecciones de 1 a 4 µL. El programa utilizado para el análisis de 
herbicidas triazinas por cromatografía de gases asociado a un detector de espectrometría de 
masas es el siguiente: 

 

 Temperatura del inyector: ..............................300°C 
 Programa de temperatura del horno: 
  Temperatura inicial: ...........................120°C mantenida por 0 minuto 
  1ra rampa de calentamiento ................5°C min-1 
  Temperatura final 1ra rampa ...............140oC mantenida por 0 minuto 
  2da rampa de calentamiento ................1,5°C min-1 
  Temperatura final 2da rampa ..............200°C mantenida por 0 minuto 
  3ra rampa de calentamiento ................25°C min-1 
  Temperatura final 3ra rampa ...............300°C mantenida por 2 minuto 
 Gas transportador ...........................................Helio a 1,0 mL min-1 
 Tiempo total de corrida ..................................50 minutos 

 

Estas condiciones pueden ser modificadas para adaptarlas al equipamiento propio de cada 
laboratorio o para mejorar el perfil cromatográfico si es necesario. 
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Estándares 

Los criterios para la preparación de estándares están resumidos en sección 6.5 (Equipamiento 
y materiales, Estándares). Como se ya se indicó, es conveniente comprar los estándares de de 
estos insecticidas como mezclas certificadas ya preparadas las cuales pueden ser mezcladas y 
diluídas antes de su uso. 

 

Calibración del Cromatógrafo 
La calibración del cromatógrafo de gases asociado a espectrometría de masas para el análisis 
de herbicidas triazinas puede realizarse utilizando uno de los dos métodos descritos en 
sección 6.5 (Control de calidad de los análisis, Calibración del instrumental). 

 

Análisis cromatográfico de las muestras 
Como se ha mencionado, las muestras dedicadas al control de calidad (e.g., blanco, muestra 
en duplicado, muestra enriquecida, y material de referencia) y muestras que componen el lote 
analítico son analizadas como una sola secuencia analítica con las disoluciones de calibración 
o de control de la calibración según sea el método escogido (ver sección 6.5; Control de 
calidad de los análisis, Calibración del instrumental). Antes de comenzar la secuencia 
analítica, se debe correr un blanco del instrumento para comprobar que el sistema está libre 
de contaminantes. El análisis de las muestras se hace inyectando de 1 a 4 µL de los extractos. 

 

Identificación cualitativa de los analitos de interés 

Para identificar un pico como correspondiente a un analito de interés se deben seguir el 
criterio discutido anteriormente (ver sección 6.5; Control de calidad de los análisis, 
Identificación cualitativa de compuestos de interés). 

Además, la determinación de multiples iones individuales (e.g., ion primario y 1 ó 2 de 
confirmación) que presentan una respuesta adecuada y pocas posibilidades de interferencias 
se deben ajustar a los siguientes criterios de calidad: 

• Las masas caracteristicas de cada analito deben mostrar su máxima intensidad en 
al mismo ciclo de lectura (barrido de espectro) o separados por un ciclo como 
máximo. 

• Las intensidades relativas de los iones seleccionados para el analito de interés 
deben corresponder a los valores obtenidos en el mismo GC/MS con una 
tolerancia máxima de ±20%. 

La Figura 15 muestra el orden de elución y respuesta relativa de triazinas y estándares de 
recuperación e interno; la concentración de cada analito es 100 ng/mL. Los iones de 
cuantificación y confirmación monitoreados para cada analito son los indicados en Tabla 15. 
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Figura 15. Herbicidas triazinas por cromatografía de masas. 

 

Determinación cuantitativa de los analitos de interés 
Las concentraciones de los analitos de interés se basan en los factores de respuestas de esos 
compuestos en las disoluciones de calibración. En general, los sistemas cromatográficos 
modernos poseen programas de computadoras que permiten realizar estos cálculos de manera 
casi automática. No obstante es importante entender los conceptos que se utilizan para poder 
comprobar, en forma manual y como un control de calidad adicional, algunos de los 
resultados producidos por el software (ver sección 6.5; Determinación cuantitativa de los 
analitos de interés) 

 



Guía para el muestreo, preparación y análisis de contaminantes orgánicos en muestras ambientales … 
 

 

   93

Tabla 14. Iones de cuantificación y confirmación seleccionados para la determinación 
de herbicidas triazinas y estándares correspondientes por espectrometría de 
masas 

Analito Ion de Cuantificación Ion de Confirmación 

Tetracloro-meta-xileno 209 244 

Atraton 196 211 

Simazina 201 186 

Prometon 210 225 

Atrazina 200 215 

Propazina 214 229 

Terbutilazina 214 229 

Secbumeton 196 225 

Simetrina 213 170 

Ametrina 227 170 

Prometrina 241 226 

Terbutrina 226 241 

PCB 103 324 326 

 

Dilución de un extracto 

Si la respuesta instrumental de un analito excede la respuesta observada para el mismo 
compuesto en la disolución de calibración más concentrada, el extracto requiere una dilución 
apropiada (ver seccion 6.5; Determinación cuantitativa de los analitos de interés, Dilución de 
un extracto). 

 

Control de calidad de los cálculos 

Las concentraciones calculadas utilizando el programa del cromatógrafo deben ser 
confirmadas con cálculos independientes. Varias concentraciones seleccionadas al azar deben 
ser confirmadas utilizando en una hoja de cálculo comercial (Excel o similar), utilizando la 
misma ecuación de calibración, y comparadas con los valores reportados. Ambas 
concentraciones deben coincidir exactamente excepto por errores de redondeo. 
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Evaluación de los parámetros de control de calidad 

Recuperación de estándares de recuperación 

Los porcentajes de recobro de los estándares de recuperación en los extractos de muestras 
son estimados comparando la respuesta relativa del estándar de recuperación en la muestra 
con la obtenida de las disoluciones de calibración. El laboratorio deberá tomar las acciones 
correctivas apropiadas cada vez que la recuperación de los estándares de recuperación estén 
fuera del rango buscado (ver seccion 6.5; Control de calidad de los análisis, Estándares de 
recuperación e internos). 

Diferencia porcentual relativa 

Las concentraciones encontradas en la muestra original y su muestra duplicada deben ser 
comparables para certificar la homogeneidad de las muestras y la precisión de los análisis 
(ver sección 6.5; Control de calidad de los análisis, Diferencia porcentual relativa). 

Recuperación de analitos de interés en muestras enriquecidas y materiales de referencia 
certificados 

Una buena recuperación de los analitos agregados a las muestras enriquecidas o duplicación 
de concentraciones certificadas en materiales de referencia son indicativos de una buena 
técnica de laboratorio (ver sección 6.5; Control de calidad de los análisis, Recuperación de 
analitos de interés en muestras enriquecidas y materiales de referencia certificados). 

 

Mantenimiento del cromatógrafo de gases y detector de espectrometría de masas 

Existen varios pasos simples que pueden ayudar a mantener el buen funcionamiento del 
cromatógrafo de gas y su espectrómetro de masas. 

Para el buen mantenimiento del cromatógrafo de gases se debe: 

• La jeringa debe ser enjuagada con el disolvente apropiado después de cada 
inyección. Esto puede hacerse manualmente o mediante el uso del inyector 
automático. 

• El septum de inyección deberá cambiarse luego de unas cuantas inyecciones, 
dependiendo del estado de la jeringa, para evitar variaciones en los tiempos de 
retención. 

• Un inserto de vidrio nuevo deberá instalarse apenas se presenten signos de 
degradación de los compuestos más lábiles. Incluso, si se observa un incremento 
importante en el porcentaje de degradación de analitos en la disolución de control 
de la degradación, es conveniente reemplazar el inserto antes de llegar al nivel de 
acción del 15%. 

• En ocasiones es necesario reemplazar, junto con el inserto de vidrio, el sello 
inferior del inyector para evitar degradación o arrastre de los picos. 
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• Si luego de reemplazar el inserto y sello aún se observa degradación, arrastre o 
disminución en la respuesta de los analitos de interés, será necesario remover las 
primeras dos vueltas de la columna capilar del extremo del inyector. 

• Los tanques del gas de arrastre (helio) debe cambiarse mucho antes de que esté 
vacío para evitar suciedad que pueda incrementar el ruido de base o contaminar 
columna y/o detector. En general, es preferible cambiar el tanque cuando la 
presión en el mismo cae por debajo de las 500 psi. 

Para el buen mantenimiento del espectrómetro de masas se debe: 

• La fuente debe ser limpiada, incluyendo el reemplazo del filamento de emisión, 
cada vez que sea necesario. 

• El aceite de las bombas de vacio debe ser renovado anualmente o más 
frecuentemente si es necesario. 

• Se debe controlar que no existan pérdidas de vacio cada vez que se abra el 
espectrómetro de masas. 

En general, todo mantenimiento que se realice al cromatógrafo de gas o espectrómetro de 
masas, incluyendo cambios de tanques de gases, debe ser registrado en un cuaderno o libro 
destinado para este fin y dedicado exclusivamente a un solo equipo. 

 

Documentación 
La documentación que debe recibir el laboratorio junto a los extractos de las muestras a 
analizar, así como la documentación que el analista debe agregar a la carpeta correspondiente 
se discute en la seccion 6.5 (Documentación). 

 

Reporte de concentraciones 

Las concentraciones son generalmente reportadas, con tres decimales, como ng g-1 peso seco 
o húmedo (suelos/sedimentos/biota) o como ng L-1 (aguas) (ver sección 6.8). 

 

6.8. Calibración y cálculos 

 

6.8.1. Preparación de las disoluciones de siembra (estándares de recuperación, 
internos y enriquecimiento) 

Por conveniencia, los mismos estándares de recuperación e internos serán utilizados con 
todos los analitos que se determinen por cromatografía de gases asociada a un detector de 
captura electrónica (insecticidas clorados y mezcla de insecticidas/fungicidas/herbicidas de 
uso reciente) o de masas (herbicidas triazinas). Las disoluciones de enriquecimiento serán 
independientes para cada grupo de analitos. 
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Estándares de Recuperación 

4,4' Dibromooctafluorbifenilo (DBOFB) 
2,2’,4,5’,6-pentaclorobifenilo (PCB 103) 

Los estándares de recuperación se agregan a todas las muestras a analizar y de control de 
calidad (e.g., blanco, muestra duplicada, blanco enriquecido, muestra enriquecida, muestra 
enriquecida en duplicado, material de referencia) antes de su procesamiento por el 
laboratorio. El uso de estándares de recuperación en los cálculos permite compensar por 
pérdidas sufridas durante el procesamiento de la batería de muestras por el laboratorio y es 
independiente del volumen final del extracto o volumen del mismo inyectado en el 
cromatógrafo. 

• Preparación 

Cien mL de esta mezcla de siembra de estándares de recuperación se preparan por 
dilución 1:100 de las disoluciones provistas (4,4' dibromooctafluorbifenilo y 2,2’,4,5’,6-
pentaclorobifenilo @ 100 µg mL-1 cada compuesto). Para ello se toman 1,000 mL de 
cada disolución y se lleva a 100 mL, en un mismo matraz, con hexano. La concentración 
final de cada estándar de recuperación es de 1.000 ng mL-1. 

[ ] 1-
1-

-1
1-

)mL (ng mL ng 1.000  
mL 100
mL 1,000* 

mL µg 1
mL ng 1.000 * mL µg 100   subrogadoEstándar 1- =⎟

⎠
⎞

⎜
⎝
⎛

⎟⎟
⎠

⎞
⎜⎜
⎝

⎛
=  

• Uso 

Cien µL (0,100mL) de esta disolución de siembra de estándares de recuperación se 
agregan a todas las muestras de una batería analítica antes de la extracción. Luego de los 
procedimientos de laboratorio (extracción, limpieza, concentración) y antes del análisis 
por cromatografía, el extracto se lleva a un volumen de 1 mL. Bajo estas condiciones, la 
concentración final del estándar de recuperación es de 100 ng mL-1. 

[ ] 1-1-
)mL (ng mL ng 100  

mL 1
mL 0,100* mL ng 1.000   subrogadoEstándar 1- =⎟

⎠
⎞

⎜
⎝
⎛=  

Esta disolución de estándares de recuperación será utilizada para la preparación de las 
disoluciones de calibración correspondientes como se indica en la sección siguiente. 

Note que esta concentración de estándar de recuperación es igual a la presente en los niveles 
1-5 de las disoluciones de calibración (ver sección 6.8.2). 

 

Estándares Internos 

2,4,5,6-tetracloro-meta-xileno (TCMX) 

Los estándares internos se agregan a todos los extractos a analizar y de control de calidad 
(e.g., blanco, muestra duplicada, blanco enriquecido, muestra enriquecida, muestra 
enriquecida en duplicado, material de referencia) antes de su análisis por cromatografía. El 
uso de estándares interno permite conocer la magnitud de las pérdidas sufridas durante el 
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procesamiento de la batería de muestras en el laboratorio y es independiente del volumen 
final del extracto y volumen del mismo inyectado en el cromatógrafo. 

• Preparación 

Cien mL de esta mezcla de siembra de estándar interno se preparan por dilución 1:2000 
de la disolución provista (2,4,5,6-tetracloro-meta-xileno @ 2.000 µg mL-1). Para ello se 
toman 0,050 mL de disolución y se llevan a 100 mL con hexano. La concentración final 
del estándar interno es de 1.000 ng mL-1. 

[ ] 1-
1-

-1
1-

)mL (ng mL ng 1.000  
mL 100
mL 0,050* 

mL µg 1
mL ng 1.000 * mL µg 2.000   internoEstándar 1- =⎟

⎠
⎞

⎜
⎝
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⎟⎟
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⎞
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⎝

⎛
=  

• Uso 

Cien µL (0,100mL) de esta disolución de siembra de estándar interno se agregan a todas 
las muestras de una batería analítica después que el extracto se lleva a un volumen de 1 
mL y antes del análisis por cromatografía. La concentración final del estándar interno es 
de 100 ng mL-1. 

[ ] 1-1-
)mL (ng mL ng 100  

mL 1
mL 0,100* mL ng 1.000   internoEstándar 1- =⎟

⎠
⎞

⎜
⎝
⎛=  

Esta disolución de estándar interno será utilizada para la preparación de las disoluciones de 
calibración correspondientes como se indica en la sección siguiente. 

Note que esta concentración de estándar interno es igual a la presente en los niveles 1-5 de 
las disoluciones de calibración (ver sección 6.8.2). 

 

Disoluciones de Enriquecimientos de Analitos 

Estas disoluciones se usarán para enriquecer aquellas muestras destinadas a evaluar la 
recuperación de los compuestos de interés por el método utilizado sin (e.g., blanco 
enriquecido) y con (e.g., muestra enriquecida, muestra enriquecida en duplicado) el efecto 
del medio. La comparación de muestra enriquecida con su duplicado permite no sólo evaluar 
la capacidad del laboratorio para recuperar y determinar concentraciones en presencia de la 
matriz estudiada sino también la habilidad del mismo para reproducir resultados. 

 

Disolución de Enriquecimiento de Insecticidas Clorados 

Aldrin 4,4'-DDT Endrin Cetona 
alpha-HCH Dieldrin Heptacloro 
beta-HCH Endosulfán I Heptacloro Epoxido 
delta-HCH Endosulfán II Metoxicloro 
gamma-HCH Endosulfán Sulfato alpha-Clordano 
4,4'-DDD Endrin gamma-Clordano 
4,4'-DDE Endrin Aldehido  
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• Preparación 

Doscientos cincuenta mL de esta mezcla de fortificación se preparan por dilución 1:2500 
de la disolución provista (mezcla de componentes @ 1000 µg mL-1 cada uno). Para ello 
se toman 0,100 mL de esta disolución y se llevan a 250 mL con hexano. La concentración 
final de cada analito es de 400 ng mL-1. 

[ ] 1-
1-

-1
1-

)mL (ng mL ng 400  
mL 250
mL 0,100* 

mL µg 1
mL ng 1.000 * mL µg 1.000   Analito 1- =⎟

⎠
⎞

⎜
⎝
⎛

⎟⎟
⎠

⎞
⎜⎜
⎝

⎛
=  

• Uso 

Cien µL (0,100 mL) de esta disolución de fortificación se agregan a la muestra a analizar 
antes de la extracción. Luego de los procedimientos de laboratorio (extracción, limpieza, 
concentración) y antes del análisis por cromatografía, el extracto se lleva a un volumen 
de 1 mL. Bajo estas condiciones, la concentración final de cada analito es de 40 ng mL-1. 

[ ] 1-1-
)mL (ng mL ng 40  

mL 1
mL 0,100* mL ng 400   Analito 1- =⎟

⎠
⎞

⎜
⎝
⎛=  

Esta disolución de enriquecimiento de insecticidas clorados será utilizada para la preparación 
de la disolución de calibración correspondiente como se indica en la sección siguiente. 

Note que esta concentración igual a la concentración de cada analito presente en el nivel 3 de 
la disolución de calibración. Una recuperación del 100% de los analitos sembrados en 
cualquiera de las muestras enriquecidas dará una respuesta de detector similar al nivel 3 de 
calibración (ver sección 6.8.2). 

 

Disolución de Enriquecimiento de Insecticidas/Fungicidas/Herbicidas de Uso Reciente 

Clorotalonil Clorpirifos Diazinon 
Diuron Fenamifos Metil paratión 
Permetrina Bromacil 

• Preparación 

Doscientos cincuenta mL de esta mezcla de fortificación se preparan por dilución 1:250, 
en un mismo matraz, de las disoluciones provistas (concentración de componentes @ 100 
µg mL-1 cada uno con la excepción de Diuron a @ 1000 µg mL-1). Para ello se toman 
1,000 mL de cada disolución (0,100 mL de la disolución de Diuron) y se llevan a 250 mL 
con hexano. La concentración final de cada analito es de 400 ng mL-1. 
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o para Diuron: 
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• Uso 

Cien µL (0,100mL) de esta disolución de fortificación se agregan a la muestra a analizar 
antes de la extracción. Luego de los procedimientos de laboratorio (extracción, limpieza, 
concentración) y antes del análisis por cromatografía, el extracto se lleva a un volumen 
de 1 mL. Bajo estas condiciones, la concentración final de cada analito es de 40 ng mL-1. 

[ ] 1-1-
)mL (ng mL ng 40  

mL 1
mL 0,100* mL ng 400   Analito 1- =⎟

⎠
⎞

⎜
⎝
⎛=  

Esta disolución de enriquecimiento de insecticidas/fungicidas/herbicidas de uso reciente será 
utilizada para la preparación de la disolución de calibración correspondiente como se indica 
en la sección siguiente. 

Note que esta concentración igual a la concentración de cada analito presente en el nivel 3 de 
la disolución de calibración. Una recuperación del 100% de los analitos sembrados en 
cualquiera de las muestras enriquecidas dará una respuesta de detector similar al nivel 3 de 
calibración (ver sección 6.8.2). 

 

Disolución de Enriquecimiento de Herbicidas Triazinas 

Ametrina Atratón Atrazina 
Prometon Prometrina Propazina 
Secbumeton Simetrina Simazina 
Terbutilazina Terbutrina 

• Preparación 

Doscientos cincuenta mL de esta mezcla de fortificación se preparan por dilución 1:250, 
en un mismo matraz, de las disoluciones provistas (concentración de componentes @ 100 
µg mL-1 cada uno). Para ello se toman 1,000 mL de cada disolución y se llevan a 250 mL 
con hexano. La concentración final de cada analito es de 400 ng mL-1. 
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• Uso 

Doscientos µL (0,200 mL) de esta disolución de fortificación se agregan a la muestra a 
analizar antes de la extracción. Luego de los procedimientos de laboratorio (extracción, 
limpieza, concentración) y antes del análisis por cromatografía, el extracto se lleva a un 
volumen de 1 mL. Bajo estas condiciones, la concentración final de cada analito es de 80 
ng mL-1. 

[ ] 1-1-
)mL (ng mL ng 80  

mL 1
mL 0,200* mL ng 400   Analito 1- =⎟
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⎞

⎜
⎝
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Esta disolución de enriquecimiento de herbicidas triazinas será utilizada para la preparación 
de la disolución de calibración correspondiente como se indica en la sección siguiente. 

Note que esta concentración igual a la concentración de cada analito presente en el nivel 3 de 
la disolución de calibración. Una recuperación del 100% de los analitos sembrados en 
cualquiera de las muestras enriquecidas dará una respuesta de detector similar al nivel 3 de 
calibración (ver sección 6.8.2). 

 

Disolución de Enriquecimiento de Insecticidas Carbamatos 

Carbaril Carbofuran Oxamil 

• Preparación 

Veinticinco mL de esta mezcla de fortificación se preparan por dilución 1:25, en un 
mismo matraz, de las disoluciones provistas (concentración de componentes @ 100 µg 
mL-1 cada uno). Para ello se toman 1,000 mL de cada disolución y se llevan a 25 mL con 
hexano. La concentración final de cada analito es de 4.000 ng mL-1. 
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• Uso 

Doscientos µL (0,200 mL) de esta disolución de fortificación se agregan a la muestra a 
analizar antes de la extracción. Luego de los procedimientos de laboratorio (extracción, 
limpieza, concentración) y antes del análisis por cromatografía, el extracto se lleva a un 
volumen de 1 mL. Bajo estas condiciones, la concentración final de cada analito es de 
800 ng mL-1 

[ ] 1-1-
)mL (ng mL ng 800  

mL 1
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Esta disolución de enriquecimiento de insecticidas carbamatos será utilizada para la 
preparación de la disolución de calibración correspondiente como se indica en la sección 
siguiente. 
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Note que esta concentración igual a la concentración de cada analito presente en el nivel 3 de 
la disolución de calibración. Una recuperación del 100% de los analitos sembrados en 
cualquiera de las muestras enriquecidas dará una respuesta de detector similar al nivel 3 de 
calibración (ver sección 6.8.2). 

 

6.8.2. Preparación de las disoluciones de calibración 

Como parte del curso de actualización realizado en CICA se entregaron disoluciones 
patrones de insecticidas y estándares de recuperación e internos para la preparación de 
disoluciones de calibración. Es importante que la preparación de disoluciones de calibración, 
con el agregado de estándares de recuperación e interno, para el análisis de los compuestos 
de interés para este proyecto (Tabla 1) por cromatografía de gas asociada a distintos 
detectores o cromatografía líquida de alta presión (HPLC, por sus siglas en inglés) sea por 
parte de un analista experimentado. Corresponde mencionar que las ampollas usualmente 
contienen un volumen un poco mayor que el indicado, por lo que siempre se deberá medir lo 
que se necesita y no usar el contenido total de las ampollas asumiendo el volumen indicado 
como real. 

 

Insecticidas clorados 

• Patrón de calibración/enriquecimiento 

Disolución mezcla de analitos, concentración de cada componente es 1000 µg 
mL-1: 

Aldrin 4,4'-DDT Endrin Cetona 
alpha-HCH Dieldrin Heptacloro 
beta-HCH Endosulfán I Heptacloro Epoxido 
delta-HCH Endosulfán II Metoxicloro 
gamma-HCH Endosulfán Sulfato alpha-Clordano 
4,4'-DDD Endrin gamma-Clordano 
4,4'-DDE Endrin Aldehido  

• Estándares de recuperación 

Disoluciones individuales, concentración de cada componente es 100 µg mL-1: 

4,4' Dibromooctafluorbifenilo (DBOFB) 
2,2’,4,5’,6-pentaclorobifenilo (PCB 103) 

• Estándar Interno 

Concentración del componente es 2000 µg mL-1: 

2,4,5,6-tetracloro-meta-xileno (TCMX) 

Los volúmenes (en mL) a utilizar de las disoluciones recibidas mencionadas más arriba (i.e., 
analitos, estándares de recuperación y estándar interno) y de un disolvente a elección no 
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clorado, por ejemplo hexano, en la preparación de cada disolución de calibración son 
sugeridos en el siguiente cuadro: 

Disoluciones de 
calibración 

Volumen de la 
disolución de 
analitos (a) 

(@ 400 ng mL-1) 

Volumen de la disolución 
de estándares de 

recuperación I + II (b) 
(@ 1.000 ng mL-1) 

Volumen de la 
disolución de estándar 

interno (c) 
(@ 2.000 ng mL-1) 

Volumen de 
disolvente 

 
(mL) 

Volumen final 
 

 
(mL) 

Nivel 1 0,125 1,000 0,500 8,375 10,000 
Nivel 2 0,500 1,000 0,500 8,000 10,000 
Nivel 3 5,000 5,000 2,500 37,500 50,000 
Nivel 4 2,000 1,000 0,500 7,500 10,000 
Nivel 5 5,000 1,000 0,500 3,500 10,000 

(a) Utilice la disolución preparada en sección 6.8.1 (ver Disolución de Enriquecimiento de Insecticidas Clorados). 
(b) Utilice la disolución preparada en sección 6.8.1 (ver Estándares de Recuperación). 
(c) Utilice la disolución preparada en sección 6.8.1 (ver Estándares Internos). 

 

Note que la disolución de calibración a nivel 3 se prepara en mayor volumen para ser 
utilizada cada vez que se requiera controlar la calibración del cromatógrafo. Las 
concentraciones resultantes para los analitos, estándares de recuperación y estándar interno 
en cada disolución de calibración son las que se indican en el siguiente cuadro: 

Disoluciones de 
calibración 

Concentración de 
cada analito 

(ng mL-1) 

Concentración de 
cada estándar de recuperación 

(ng mL-1) 

Concentración de 
cada estándar interno 

(ng mL-1) 
Nivel 1 5 100 100 
Nivel 2 20 100 100 
Nivel 3 40 100 100 
Nivel 4 80 100 100 
Nivel 5 200 100 100 

 

Insecticidas/fungicidas/herbicidas de uso reciente 

• Patrón de calibración/enriquecimiento 

Disoluciones individuales, concentración de cada componente es 100 µg mL-1, 
excepto por Diuron (1000 µg mL-1): 

Clorotalonil Clorpirifos Diazinon 
Diuron Fenamifos Metil paratión 
Permetrina Bromacil 

• Estándares de recuperación  

Disoluciones individuales, concentración de cada componente es 100 µg mL-1: 

4,4' Dibromooctafluorbifenilo (DBOFB) 
2,2’,4,5’,6-pentaclorobifenilo (PCB 103) 

• Estándar Interno 

Concentración del componente es 2000 µg mL-1: 

2,4,5,6-tetracloro-meta-xileno (TCMX) 
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Los volúmenes (en mL) a utilizar de las disoluciones recibidas mencionados más arriba (i.e., 
analitos, estándar de recuperación y estándar interno) y de un disolvente a elección no 
clorado, por ejemplo hexano, en la preparación de cada disolución de calibración son 
sugeridos en el siguiente cuadro: 

Disoluciones de 
calibración 

Volumen de la 
disolución de 
analitos (a) 

(@ 400 ng mL-1) 

Volumen de la disolución 
de estándares de 

recuperación I + II (b) 
(@ 1.000 ng mL-1) 

Volumen de la 
disolución de estándar 

interno (c) 
(@ 2.000 ng mL-1) 

Volumen de 
disolvente 

 
(mL) 

Volumen final 
 

 
(mL) 

Nivel 1 0,125 1,000 0,500 8,375 10,000 
Nivel 2 0,500 1,000 0,500 8,000 10,000 
Nivel 3 5,000 5,000 2,500 37,500 50,000 
Nivel 4 2,000 1,000 0,500 6,500 10,000 
Nivel 5 5,000 1,000 0,500 3,500 10,000 

(a) Utilice disolución preparada en sección 6.8.1 (ver Disolución de Enriquecimiento de Insecticidas/fungicidas/herbicidas de uso 
reciente). 

(b) Utilice disolución preparada en sección 6.8.1 (ver Estándares de Recuperación). 
(c) Utilice disolución preparada en sección 6.8.1 (ver Estándares Internos). 

 

Como en el caso de insecticidas clorados, note que la disolución de calibración a nivel 3 se 
prepara en mayor volumen para ser utilizada cada vez que se requiera controlar la calibración 
del instrumental utilizado. Las concentraciones resultantes serán: 

Disoluciones de 
calibración 

Concentración de 
cada analito 

(ng mL-1) 

Concentración de 
cada estándar de recuperación 

(ng mL-1) 

Concentración de 
cada estándar interno 

(ng mL-1) 
Nivel 1 5 100 100 
Nivel 2 20 100 100 
Nivel 3 40 100 100 
Nivel 4 80 100 100 
Nivel 5 200 100 100 

 

Herbicidas triazinas 

• Patrón de calibración/enriquecimiento 

Disolución mezcla de analitos; la  concentración de cada componente es 100 µg 
mL-1: 

Ametrina Atratón Atrazina 
Prometon Prometrina Propazina 
Secbumeton Simetrina Simazina 
Terbutilazina Terbutrina 

• Estándares de recuperación  

Concentración de cada componente es 100 µg mL-1: 

4,4' Dibromooctafluorbifenilo (DBOFB) 
2,2’,4,5’,6-pentaclorobifenilo (PCB 103) 

• Estándar Interno 

Concentración del componente es 2000 µg mL-1: 
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2,4,5,6-tetracloro-meta-xileno (TCMX) 

Los volúmenes (en mL) a utilizar de las disoluciones recibidas mencionados más arriba (i.e., 
analitos, estándares de recuperación y estándar interno) y de un disolvente a elección en la 
preparación de cada disolución de calibración son sugeridos en el siguiente cuadro. Note que 
simazina y atrazina son poco solubles en hexano por lo que si se desea preparar soluciones 
más concentradas el disolvente a utilizar debería ser acetona. 

Disoluciones de 
calibración 

Volumen de la 
disolución de 
analitos (a) 

(@ 400 ng mL-1) 

Volumen de la disolución 
de estándares de 

recuperación I + II (b) 
(@ 1.000 ng mL-1) 

Volumen de la 
disolución de estándar 

interno (c) 
(@ 2.000 ng mL-1) 

Volumen de 
disolvente 

 
(mL) 

Volumen final 
 
 

(mL) 
Nivel 1 0,250 1,000 0,500 8,250 10,000 
Nivel 2 1,000 1,000 0,500 7,500 10,000 
Nivel 3 10,000 5,000 2,500 32,500 50,000 
Nivel 4 4,000 1,000 0,500 4,500 10,000 
Nivel 5 8,000 1,000 0,500 0,500 10,000 

(a) Utilice disolución preparada en sección 6.8.1 (ver Disolución de Enriquecimiento de Herbicidas Triazinas). 
(b) Utilice disolución preparada en sección 6.8.1 (ver Estándares de recuperación). 
(c) Utilice disolución preparada en sección 6.8.1 (ver Estándares Internos). 

 

Como en los casos anteriores, note que la disolución de calibración a nivel 3 se prepara en 
mayor volumen para ser utilizada cada vez que se requiera controlar la calibración del 
instrumental utilizado. Las concentraciones resultantes serán: 

Disoluciones de 
calibración 

Concentración de 
cada analito 

(ng mL-1) 

Concentración de 
cada estándar de recuperación 

(ng mL-1) 

Concentración de 
cada estándar interno 

(ng mL-1) 
Nivel 1 10 100 100 
Nivel 2 40 100 100 
Nivel 3 80 100 100 
Nivel 4 160 100 100 
Nivel 5 320 100 100 

 

Insecticidas carbamatos 

• Patrón de calibración/enriquecimiento 

Disoluciones individuales, concentración de cada componente es 100 µg mL-1: 

Carbaril Carbofuran Oxamil 

Los volúmenes (en mL) a utilizar de las disoluciones recibidas mencionados más arriba (i.e., 
analitos, estándares de recuperación y estándar interno) y de un disolvente a elección en la 
preparación de cada disolución de calibración son sugeridos en el siguiente cuadro: 

Disoluciones de 
Calibración 

Analitos (a) 
4 µg mL-1 

Disolvente 
(mL) 

Volumen Final 
(mL) 

Nivel 1 0,125 4,875 5,000 
Nivel 2 0,500 4,500 5,000 
Nivel 3 5,000 20,000 25,000 
Nivel 4 2,000 3,000 5,000 
Nivel 5 5,000 0,000 5,000 

(a) Utilice disolución preparada en sección 6.8.1 (ver Disolución de 
Enriquecimiento de Insecticidas Carbamatos). 
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Como en los casos anteriores, note que la disolución de calibración a nivel 3 se prepara en 
mayor volumen para ser utilizada cada vez que se requiera controlar la calibración del 
instrumental utilizado. Las concentraciones resultantes serán: 

Disoluciones de 
Calibración 

Cada Analito 
(ng mL-1) 

Nivel 1 100 
Nivel 2 400 
Nivel 3 800 
Nivel 4 1.600 
Nivel 5 4.000 

 

6.8.3. Secuencia analítica 
En ésta y en las secciones siguientes se considera el análisis de insecticidas clorados como 
ejemplo para la obtención de una curva de calibración y cálculos posteriores de 
concentración. En estos procedimientos analíticos guías se utilizan las disoluciones 
introducidas en las secciones precedentes y son aplicables a todos los análisis de compuestos 
orgánicos por métodos similares. 

La secuencia analítica para el análisis de compuestos orgánicos por cromatografía de gases 
debe incluir: 

• Disoluciones de calibración y disoluciones para controlar la calibración del 
cromatógrafo 

• Extractos de las muestras a analizar 

La calibración del instrumento para el análisis de plaguicidas puede hacerse siguiendo uno de 
los siguientes métodos: 

• Método A: La calibración puede realizarse como parte de la corrida analítica en 
donde las cuatro disoluciones de calibración se colocan dispersos entre las 
muestras de la batería analítica. La curva de calibración es construida con estos 
cuatro niveles y es considerada como aceptable si presenta un coeficiente de 
correlación = 0,9950 (i.e., R2 >= 0,9900) para todos los analitos presentes en las 
disoluciones. 

• Método B: La calibración puede realizarse antes de correr las muestras y es 
considerada como aceptable si presenta coeficiente de correlación = 0,9950 (i.e., 
R2 >= 0,9900) para todos los analitos presentes en las disoluciones. En este caso, 
la calibración debe controlarse durante una corrida mediante la inyección de 
disoluciones para controlar la calibración (“ConCal”) con períodos no mayores a 
12 horas entre uno y otro. Esta calibración puede durar días o semanas pero debe 
controlarse al comenzar una batería analítica y cada 12 horas, como máximo, 
durante la misma. 
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Si la batería de muestras extraídas por el laboratorio incluye 16 muestras originales además 
de las muestras destinadas al control de la calidad (blanco, muestra duplicada, blanco 
enriquecido, muestra enriquecida, muestra enriquecida en duplicado, material de referencia), 
la secuencia analítica del instrumento puede tomar una de las dos formas siguientes: 

Método A  Método B 
Orden I.D. Clase  Orden I.D. Clase 
1 W1000 Disolvente  1 W1000 Disolvente 
2 W1001 Sol Cal 1  2 W1001 Sol Cal 1 
3 Q3645 Blanco  3 W1002 Sol Cal 2 
4 Q3646 Blanco enriquecido  4 W1003 Sol Cal 4 
5 Q3647 Muestra duplicada  5 W1004 Sol Cal 5 
6 Q3648 Muestra enriquecida  6 W1005 Cal 3 (control) 
7 Q3649 Muestra enriquecida en duplicado  7 Q3645 Blanco 
8 Q3650 Material de referencia certificado  8 Q3646 Blanco enriquecido 
9 K1518 Muestra 1  9 Q3647 Muestra duplicada 
10 W1002 Sol Cal 2  10 Q3648 Muestra enriquecida 
11 K1519 Muestra 2  11 Q3649 Muestra enriquecida en duplicado 
12 K1522 Muestra 3  12 Q3650 Material de referencia certificado 
13 K1523 Muestra 4  13 K1518 Muestra 1 
14 K1525 Muestra 5  14 W1006 Cal 3 (control) 
15 K1526 Muestra 6  15 K1519 Muestra 2 
16 K1527 Muestra 7  16 K1522 Muestra 3 
17 K1540 Muestra 8  17 K1523 Muestra 4 
18 K1541 Muestra 9  18 K1525 Muestra 5 
19 W1003 Sol Cal 4  19 K1526 Muestra 6 
20 K1542 Muestra 10  20 K1527 Muestra 7 
21 K1543 Muestra 11  21 K1540 Muestra 8 
22 K1544 Muestra 12  22 K1541 Muestra 9 
23 K1545 Muestra 13  23 W1007 Cal 3 (control) 
24 K1546 Muestra 14  24 K1542 Muestra 10 
25 K1547 Muestra 15   25 K1543 Muestra 11 
26 K1548 Muestra 16  26 K1544 Muestra 12 
27 W1004 Sol Cal 5  27 K1545 Muestra 13 
    28 K1546 Muestra 14 
    29 K1547 Muestra 15  
    30 K1548 Muestra 16 
    31 W1008 Cal 3 (control) 

 

6.8.4. Curvas de calibración 

Esta sección ejemplifica la obtención de las curvas de calibración y uso de las ecuaciones de 
cálculos. A modo de ejemplo comparativo se muestran los procedimientos a seguir con y sin 
el agregado de estándares de recuperación. Independientemente del método utilizado para 
realizar la calibración del cromatógrafo de gases, la información resultará de la forma: 
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E.I.
E.S

Analito X

Conc =  100 100 80 ng mL-1 
Área = 2933 2049 2392

Conc =  100 100 20 ng mL-1 
Área = 2104 1469 442

Conc =  100 100 5 ng mL-1 
Área = 2304 1625 124

Disolución de Calibración Nivel 1 

Disolución de Calibración Nivel 2 

Disolución de Calibración Nivel 4 

Disolución de Calibración Nivel 5 

Conc =  100 100 200 ng mL-1 
Área = 2500 1800 5200
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Curva de Calibración Utilizando el Estándar de Recuperación 

 ⎟⎟
⎠

⎞
⎜⎜
⎝

⎛
=

E.S. Área
X Analito Área  Relativa Área  ⎟

⎠
⎞

⎜
⎝
⎛=

E.S. Conc.
X Analito Conc.  Relativa Conc.  

Disolución de Calibración-Nivel 1 (5200/1800) = 2,8889 (200 ng mL-1/100 ng mL-1) = 2,000 
Disolución de Calibración-Nivel 2 (2392/2049) = 1,1674 (80 ng mL-1/100 ng mL-1) = 0,800 
Disolución de Calibración-Nivel 4 (442/1469) = 0,3009 (20 ng mL-1/100 ng mL-1) = 0,200 
Disolución de Calibración-Nivel 5 (124/1625) = 0,0763 (5 ng mL-1/100 ng mL-1) = 0,050 

 

Curva de Calibración
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La curva de calibración puede corresponder a ecuaciones de distintas formas. Por ejemplo: 

BXA Y =  

donde: Y = Concentración Relativa 
 X = Área Relativa 
 A & B = pendiente y coeficiente de la ecuación, respectivamente 

En este ejemplo, los valores de ajuste de curva A y B son 0,6811 y 1,016, respectivamente, 
con un R2 de 1,0000. 
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Ecuaciones de Cálculo Utilizando el Estándar de Recuperación 

BXA   Y =  (1) 
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Curva de Calibración sin Utilizar el Estándar de Recuperación 

 Área del Analito X Concentración del Analito X 
Disolución de Calibración-Nivel 1 5200 200 ng mL-1 
Disolución de Calibración-Nivel 2 2392 80 ng mL-1 
Disolución de Calibración-Nivel 4 442 20 ng mL-1 
Disolución de Calibración-Nivel 5 124 5 ng mL-1 

 



Procesamiento Analitico de las Muestras 
 

  110 

Curva de Calibración
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Utilizando la misma ecuación del ejemplo anterior: 
BXA Y =  

donde: Y = Concentración Relativa 
 X = Área Relativa 
 A & B = pendiente y coeficiente de la ecuación, respectivamente 

 

En este ejemplo, los valores de ajuste de curva A y B son 0,0517 y 0,9591, respectivamente, 
con un R2 de 0,9958. 

Ecuaciones de Cálculo sin Utilizar el Estándar de Recuperación 
BXA   Y =  (1) 
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[ ] ( )  
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6.8.5. Ejemplos de cálculos 

Considere los siguientes datos de laboratorio 

Ejemplo A: 

Muestra de = sedimento 
Peso de muestra = 10,82 gramos de peso húmedo 
Porcentaje de peso seco = 12,9% 
Estándar de recuperación agregado = 0,100 mL 
[estándar de recuperación] = 1000 ng mL-1 

Volumen final del extracto = ~ 1 mL 
Estándar interno agregado = 0,100 mL 
[estándar interno] = 1000 ng mL-1 

Alternativamente, se puede concentrar el volumen final del extracto anterior a un volumen 
menor (e.g., aproximadamente 0,5 mL) para aumentar la señal del cromatógrafo de los 
analitos de interés. En este caso se debe ajustar adecuadamente el agregado de estándares de 
recuperación e internos para obtener una respuesta similar a la observada para estos 
estándares en los cromatogramas de calibración y facilitar así una rápida comparación visual 
de la recuperación, calidad de la inyección, etc.: 

Ejemplo B: 

Muestra de = sedimento 
Peso de muestra = 10,82 gramos de peso húmedo 
Porcentaje de peso seco = 12,9% 
Estándar de recuperación agregado = 0,050 mL 
[estándar de recuperación] = 1000 ng mL-1 

Volumen final del extracto = ~0,500 mL 
Estándar interno agregado = 0,050 mL 
[estándar interno] = 1000 ng mL-1 

o 

Ejemplo C: 

Muestra de = sedimento 
Peso de muestra = 10,82 gramos de peso húmedo 
Porcentaje de peso seco = 12,9% 
Estándar de recuperación agregado = 0,025 mL 
[estándar de recuperación] = 1000 ng mL-1 

Volumen final del extracto = ~0,250 mL 
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Estándar interno agregado = 0,025 mL 
[estándar interno] = 1000 ng mL-1 

Similar procedimiento se puede seguir si se sospecha de una muestra de concentraciones 
altas: 

Ejemplo D: 

Muestra de = sedimento 
Peso de muestra = 10,82 gramos de peso húmedo 
Porcentaje de peso seco = 12,9% 
Estándar de recuperación agregado = 0,500 mL 
[estándar de recuperación] = 1000 ng mL-1 

Volumen final del extracto = ~ 5 mL 
Estándar interno agregado = 0,500 mL 
[estándar interno] = 1000 ng mL-1 

Note que en estos ejemplos la concentración final de los estándares de recuperación e 
internos no varía ya que la extrapolación a un volumen de aproximadamente 1 mL da como 
resultado un agregado equivalente a 0,100 mL de una disolución de 1000 ng mL-1. Como se 
destaca anteriormente, la reducción del volumen final de los extractos apunta a la obtención 
de una respuesta similar a la observada para estos estándares en los cromatogramas de 
calibración lo que facilita la evaluación visual de la corrida cromatográfica. 

Cálculo de la concentración del analito “X” utilizando estándar de recuperación 

Tomando la información de la Curva de Calibración Utilizando el Estándar de Recuperación 
y la situación del ejemplo A considere el siguiente cromatograma: 

 

 
 

Área = 3200 2285 4046 

E.I. 

E.S. 

Analito X 
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La ecuación final para el cálculo de concentraciones utilizando el estándar de recuperación, 
discutida más arriba (ecuación 8), es: 

 [ ] ⎟
⎠

⎞
⎜
⎝

⎛
⎟
⎠

⎞
⎜
⎝

⎛
⎟⎟
⎠

⎞
⎜⎜
⎝

⎛
=

(%)(g)

(ng)
B

seco) peso g (ng
 Seco Peso

100 * 
 Muestra Peso

 Subrogado Est. Masa * 
Subrogado Est. Área
Analito Área *A   Analito 1-  

Reemplazando en la ecuación: 

 [ ] seco peso ng/g 87,20  
12,9
100 * 

 10,82
 100 * 

2285
4046 * 0,6811  Analito

(g)

(ng)
1,016

seco) peso g (ng 1- =⎟⎟
⎠

⎞
⎜⎜
⎝

⎛
⎟⎟
⎠

⎞
⎜⎜
⎝

⎛
⎟
⎠
⎞

⎜
⎝
⎛=  

Si el mismo extracto es tratado como se indica en el ejemplo B, se obtendrá el siguiente 
cromatograma: 

 
Reemplazando en ecuación (8): 

 [ ] seco peso g ng 85,20  
12,9
100 * 

 10,82
 50 * 

2340
8012 * 0,6811  Analito 1-

(g)

(ng)
1,016

seco) peso g (ng 1- =⎟⎟
⎠

⎞
⎜⎜
⎝

⎛
⎟⎟
⎠

⎞
⎜⎜
⎝

⎛
⎟
⎠
⎞

⎜
⎝
⎛=  

Los cálculos utilizando la información dada en los ejemplos C y D se realizan de manera 
similar siempre teniendo en cuenta la cantidad de estándar de recuperación agregado al 
extracto o a la muestra antes de la purificación o extracción y purificación, respectivamente: 

 [ ] seco peso g ng 87,86  
12,9
100 * 

 10,82
 25 * 

2255
15743 * 0,6811  Analito 1-

(g)

(ng)
1,016

seco) peso g (ng 1- =⎟⎟
⎠

⎞
⎜⎜
⎝

⎛
⎟⎟
⎠

⎞
⎜⎜
⎝

⎛
⎟
⎠
⎞

⎜
⎝
⎛=

 [ ] seco peso g ng 87,14  
12,9
100 * 

 10,82
 500 * 

2303
836 * 0,6811  Analito 1-

(g)

(ng)
1,016

seco) peso g (ng 1- =⎟⎟
⎠

⎞
⎜⎜
⎝

⎛
⎟⎟
⎠

⎞
⎜⎜
⎝

⎛
⎟
⎠
⎞

⎜
⎝
⎛=  

Área = 3260 2340 8012 

E.I. 

E.S 

Analito X 
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Cálculo de la concentración del analito “X” sin utilizar estándar de recuperación 

Tomando la información de la curva de calibración sin utilizar el estándar de recuperación y 
la situación del ejemplo A, con la excepción que, al trabajar sin la compensación interna del 
estándar de recuperación, el volumen final del extracto debe ser exactamente 1 mL, considere 
el siguiente cromatograma: 

 
La ecuación final para el cálculo de concentraciones sin utilizar el estándar de recuperación, 
discutida más arriba (ecuación 13), es: 

 [ ] ( ) ⎟
⎠
⎞

⎜
⎝
⎛

⎟
⎠
⎞

⎜
⎝
⎛=

Seco Peso
100 * 

Muestra Peso
Volumen * Analito Área *A    Analito B

seco) peso g (ng 1-  

Reemplazando en ecuación: 

 [ ] ( ) seco peso g ng 106,70  
12,9
100 * 

10,82
1,000 * 4046 * 0,0517   Analito 1-0,9591

seco) peso g (ng 1- =⎟⎟
⎠

⎞
⎜⎜
⎝

⎛
⎟⎟
⎠

⎞
⎜⎜
⎝

⎛
=  

Si el mismo extracto es tratado como se indica en el ejemplo B, con la excepción de que el 
volumen debe ser exactamente de 0,500 mL se obtendrá el siguiente cromatograma: 

 
 

Área = 0 0 4046 

E.I. E.S

Analito X

E.I. E.S

Analito X

Área = 0 0 8012 
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Reemplazando en ecuación 13: 

 [ ] ( ) seco peso g ng 102,74  
12,9
100 * 

10,82
0,500 * 8012 * 0,0517   Analito 1-0,9591

seco) peso g (ng 1- =⎟⎟
⎠

⎞
⎜⎜
⎝

⎛
⎟⎟
⎠

⎞
⎜⎜
⎝

⎛
=  

Los cálculos utilizando la información dada en los ejemplos C y D se realizan de manera 
similar siempre teniendo en cuenta la cantidad de estándar de recuperación agregado al 
extracto o a la muestra antes de la purificación o extracción y purificación, respectivamente: 

 [ ] ( ) seco peso g ng 98,18  
12,9
100 * 

10,82
0,250 * 15743 * 0,0517   Analito 1-0,9591

seco) peso g (ng 1- =⎟⎟
⎠

⎞
⎜⎜
⎝

⎛
⎟⎟
⎠

⎞
⎜⎜
⎝

⎛
=  

 [ ] ( ) seco peso g ng 117,58  
12,9
100 * 

10,82
5,000 * 836 * 0,0517   Analito 1-0,9591

seco) peso g (ng 1- =⎟⎟
⎠

⎞
⎜⎜
⎝

⎛
⎟⎟
⎠

⎞
⎜⎜
⎝

⎛
=  

 

Calculo de recuperación del estándar de recuperación usando el estándar interno 

La utilización de estándares internos permite calcular la recuperación de los estándares de 
recuperación y poder evaluar la efectividad del método de laboratorio. Si el agregado de 
estándares de recuperación e internos se hace correctamente, las concentraciones de éstos en 
el extracto final y en las disoluciones de calibración serán iguales (i.e., 100 ng mL-1 cada 
uno) y esta relación se mantendrá independientemente del volumen final del extracto. La 
razón entre el estándar de recuperación y el estándar interno en las disoluciones de 
calibración representa una recuperación ideal del 100%. Un cálculo simple utilizando como 
referencia cualquiera de esas disoluciones de calibración, o mejor aún, utilizando el promedio 
de todas las disoluciones de calibración nos permite calcular la recuperación del estándar de 
recuperación en la muestra como se ilustra a continuación: 

 
Área 

Estándar Interno 
(E.I.) 

Área 
Estándar de 

Recuperación (E.R.) 

Razón 
(Área E.R./Área E.I) 

Disolución de Calibración-Nivel 1 2500 1800 0,7200 
Disolución de Calibración-Nivel 2 2933 2049 0,6986 
Disolución de Calibración-Nivel 4 2104 1469 0,6981 
Disolución de Calibración-Nivel 5 2304 1625 0,7053 

Promedio - - 0,7055 
Ejemplo A (vol. = 1,0 mL) 3200 2285 0,7141 
Ejemplo B (vol. = 0,5 mL) 3260 2340 0,7178 
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101.21%  100 * 
0,7055
0,7141  (%) SubrogadoEstándar  deón Recuperaci ==  (Ejemplo A) 

o 

101,74%  100 * 
0,7055
0,7178  (%) SubrogadoEstándar  deón Recuperaci ==  (Ejemplo B) 

 

6.9. Reporte final de concentraciones 
En general, el reporte final debe expresar estas concentraciones, con tres decimales después 
de la coma, en ng g-1 peso seco, para suelo/sedimentos y biota, y en ng L-1, para agua. Los 
calificadores que comúnmente se utilizan para caracterizar los datos son: 

 

Tabla 15. Calificadores de uso común para caracterizar los datos 

Calificador  Significado 

ND = No detectado 

J = Por debajo del límite de detección del método 

NA = No aplicable 

Q = Resultado fuera de control 

I = Interferencia 

B = Contaminación presente en el blanco 

d = Dilución 

EC = Excede el punto máximo de la calibración 

 

El laboratorio debe poseer un sistema de acciones correctivas que se active ante toda 
situación que afecta la calidad de los datos y no se cumplan los objetivos de precisión y 
exactitud detallados en Tabla 16. 

Las planillas siguientes son ejemplos de reporte. Note que la información que se presenta en 
estas planillas (e.g., encabezado y concentraciones que se mencionan) es totalmente ficticia y 
sólo sirve a los propósitos de ilustrar el reporte que se propone. La primera página muestra 
las concentraciones de los analitos de estudio para cuatro muestras y sus calificadores 
correspondientes. La segunda página muestra las concentraciones detectadas en el blanco de 
laboratorio y compara la muestra original con su duplicado, incluyendo información sobre la 
desviación porcentual relativa entre las concentraciones de ambas. Aquellos analitos que 
presentan una diferencia mayor al 25%, por ejemplo el 4,4’-DDE, son calificados con una 
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“Q” por encontrarse fuera de los límites deseados. La tercera página, da información sobre 
las concentraciones encontradas en la muestra original y las recuperaciones de los analitos 
adicionados a la muestra enriquecida y su duplicado asi como el desvío porcentual relativo 
entre las recuperaciones de ambas muestras enriquecidas. 

 

Tabla 16. Objetivos de precisión y exactitud de los análisis 

Parámetros de calidad 
de los datos 

Frecuencia Objetivos a cumplir (a) 

Estándares de recuperación  En cada muestra Recuperación entre el 40-120% de la 
cantidad agregada 

Exactitud   
Blanco enriquecido 
Muestra enriquecida 

5 % de las muestras en 
la batería analítica 
(1:20) (a, b) 

Recuperación entre el 40-120% de la 
cantidad agregada 

Precisión   
Muestras Duplicadas 
Blanco enriquecido en duplicado 
Muestra enriquecida en duplicado 

5 % de las muestras en 
la batería analítica 
(1:20) (a, b) 

Diferencia porcentual relativa entre 
concentraciones de un mismo analito menor 
al 25% 

(a) por lo menos uno por batería analítica 
(b) puede ser obviado si no se tiene suficiente muestra 
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