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1.1. Esta normativa técnica es aplicable para la determinacion de 13 plaguicidas organoclorados: Aldrin, Dieldrin,
Heptaclor, Lindano (y-hexaclorociclohexano), Metoxiclor, a endosulfan, B endosulfan, Endosulfan sulfato,
p,p’ DDE, p,p’ DDD y p,p’ DDT, endrin y heptacloro epdxido (ismero B) en aguas naturales, en los siguientes
rangos de trabajo:

Compuesto Numero CAS | Rango lineal (png/L) Rang: de trabajo Limite de deteccion
(ng/L) (ng/L)
Lindano 58-89-9 0,0007-0,020 0,0007-1,00 0,0001
Heptaclor 76-44-8 0,001-0,020 0,001-1,00 0,0004
Aldrin 309-00-2 0,002-0,020 0,002-1,00 0,0006
Heptaclor epdxido 1024-57-3 0,001-0,020 0,001-1,00 0,0004
(isémero B)

a endosulfan 959-98-8 0,001-0,020 0,001-1,00 0,0004
o,0’ DDE 72-55-9 0,001-0,020 0,001-1,00 0,0004
Dieldrin 60-57-1 0,0002-0,020 0,0002-1,00 0,00005

Endrin 72-208 0,003-0,020 0,003-1,00 0,001
p,p’ DDD 72-54-8 0,001-0,020 0,001-1,00 0,0003

B endosulfan 33213-65-9 0,0006-0,020 0,0006-1,00 0,0001

p,p’ DDT 50-29-3 0,001-0,020 0,001-1,00 0,0004
Endosulfan sulfato 1031-07-8 0,001-0,020 0,001-1,00 0,0002
Metoxiclor 72-43-5 0,001-0,020 0,001-1,00 0,0004

* El rango de trabajo esta calculado considerando una dilucién del extracto original hasta 50 veces. El rango puede ser ampliado si las
caracteristicas de la muestra lo permiten.
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3.1. Los plaguicidas organoclorados son extraidos de la matriz agua utilizando columnas de fase sélida (C18),
previamente acondicionadas. Los plaguicidas retenidos son eluidos con una mezcla de hexano:éter etilico. El
extracto es concentrado en bafio de agua a 50 °C bajo corriente de N,.

3.2. La identificacion de los plaguicidas organoclorados se realiza por comparacion de los tiempos de retencion
de los diferentes compuestos, entre los cromatogramas de la muestra y de los estandares inyectados en la
misma serie de analisis. Se utiliza un cromatégrafo de gases con detector de micro captura electrénica (GC/
WECD).

3.3. La confirmacion se realiza utilizando una segunda columna de distinta polaridad, y condiciones similares de
los demas parametros cromatograficos.




3.4. La cuantificacion de cada plaguicida organoclorado se realiza por interpolacién del drea normalizada (area
plaguicida/area estandar interno) en la curva de calibracién correspondiente.

4.1. Usar tunica, guantes y lentes para la manipulacién de la muestra.

4.2. Cada reactivo debe ser considerado como un peligro potencial para la salud, la exposicion a los mismos debe
ser minimizada.

4.3. Todos los reactivos se deben manipular bajo campana de extraccion de gases.

5.1. Otros compuestos extraidos de la muestra que posean en su estructura atomos electronega-tivos (halégenos,
oxigeno, nitrégeno, azufre) son detectados por el detector de captura electrénica y pueden coincidir total o
parcialmente con las sefiales de interés.

5.2. Esteres de ftalatos: se debe evitar la utilizacién de materiales plasticos ya que los ftalatos son usados
frecuentemente como plastificantes y son facilmente extraidos durante el procesamiento de la muestra.
Estos interfieren en la determinacién analitica.

5.3. Restos de jabdn (dodecil sulfato de sodio): genera un pH basico en la superficie del material de vidrio, el cual
puede degradar parcialmente algunos analitos (especialmente aldrin y heptaclor).

6.1. Recolectar la muestra en botella de 1 L de vidrio dmbar, previamente enjuagada con hexano y acetona, con
contratapa de teflén enjuagada con acetona (o papel aluminio).

6.2. Preservar las muestras a <6 °C (> 0 °C). El tiempo maximo de almacenamiento son 7 dias para la extraccion y
40 dias para la determinacion.

7.1. Tubos de vidrio Pyrex de 50 mL.
7.2. Cromatografo de gases marca HP, modelo 6890, equipado con:
- Columna cromatografica BPX5 (5 % fenilo), 60 m; 0,25 mm id; 0,25 um film o similar
- Columna cromatografica BPX50 (50 % fenilo), 60 m; 0,25 mm id; 0,25 um film o similar
- Detector de micro captura electrdnica (LECD)
- Inyector split/splitless

En caso de utilizar otro cromatégrafo, el mismo debera contar con caracteristicas similares, que permita las
prestaciones aqui establecidas.

7.3. Balanza de de resolucién 0,001 g (INE 06)

7.4. Balanza de resolucion 0,00001 g (INE 07 6 INE 93)

7.5. Matraces aforados de 5,00; 10,00; 25,00; 50,00; y 100,00 mL

7.6. Bafo de agua, marca Buichi (IN 189)

7.7. Pipetas Pasteur de vidrio.

7.8. Viales de vidrio de 2 mL con precinto o tapa rosca, con septo de PTFE.
7.9. Jeringas de vidrio de 10, 50, 250 y 1000 pL.

7.10. Equipo de extraccidn para columnas de extraccién en fase sélida, Sep-Pak, marca Waters, cafierias y canillas
de teflon.

7.11. Bomba de vacio marca Gast-Motor GM (IN 247) o similar
7.12. Bloque calefactor para la concentracion de muestras con corriente de nitrogeno (IN 415)



8.1. Hexano grado plaguicida CH,(CH,),CH, Nro. CAS 110-54-3 (marca Baker, Mallinckrodt o similar)

8.2. Acetona grado plaguicida (CH,),CO Nro. CAS 67-64-1 (Baker, Mallinckrodt o similar)

8.3. Eter etilico grado plaguicida (C,H.),O Nro. CAS 60-29-7 (Baker, Mallinckrodt o similar)

8.4. Metanol para cromatografia (Baker, Mallinckrodt o similar)

8.5. Isooctano grado plaguicida (CHs)sCCH,CH(CHs), Nro. CAS 540-84-1 (Baker, Mallinckrodt o similar)

8.6. Agua desionizada (grado 2, seguin ISO 3696 en su version vigente)

8.7. Columnas de fase sélida (SPE) C18 (Supelco o similar)

8.8. Estandares de: Aldrin (C ,H_CI_ Nro. CAS 309-00-2), Dieldrin (C ,H,CI.O Nro. CAS 60-57-1), Heptaclor (C H.CI.O

Nro. CAS 1024-57-3), L};diano (y-hexaclorociclohexano Nro.l(ZZAgs 58-89-9), Metoxiclor (C H,.Cl.O, Nu;o.5 CAS
72-43-5), a endosulfan (C,H.Cl.0,S Nro. CAS 959-98-8), B endosulfan (C,H.Cl.O,S Nro. CAS 33213-65-9),
Endosulfan sulfato (C9H6CI604S Nro. CAS 1031-07-8), p,p’ DDE ( Nro. CAS 72-55-9), p,p’ DDD (Nro. CAS
72-54-8) y p,p’ DDT (Nro. CAS 50-29-3), Endrin (C_,H,Cl O Nro. CAS 72-20-8), heptacloro epéxido (isémero B

C,,H.Cl.O Nro. CAS 1024-57-3 ).

8.8.1. Solucién stock de cada plaguicida (concentracién aproximada 100 mg/L): realizar una toma del estandar
8.8 correspondiente, en un matraz aforado, y llevar a volumen con isooctano. Registrar la toma vy el
volumen final en el RIN 35. Almacenar en freezer, vigencia 12 meses.

Nota 1: en caso de estdndares sélidos, utilizar la balanza 7.4 para realizar la toma. Para soluciones
estdndares, realizar la toma con jeringa 7.9.

8.8.2. Solucidn stock mix de plaguicidas (concentracidén aproximada de cada plaguicida 1 mg/L): tomar con
jeringa 7.9 1 mL de cada solucidn stock individual en un matraz aforado de 100 mL. Llevar a volumen con
isooctano. Almacenar en freezer, vigencia 12 meses.

Nota 2: en caso de ser posible, utilizar como solucion stock mix de plaguicidas un material de referencia
certificado (MRC) que contenga los plaguicidas en estudio y realizar, a partir de este MRC, las diluciones
para la curva de calibracion.

8.8.3. Solucion de fortificacion de plaguicidas (concentracion aproximada de cada plaguicida 0,2 mg/L): en
un matraz aforado 5 mL, agregar 1 mL de la solucidn 8.8.2 y llevar a volumen con acetona. Almacenar en
freezer, vigencia 6 meses.

8.9. Solucién estandar para control de veracidad de la determinacion: mezcla comercial de los plaguicidas
analizados, de concentracién conocida. Si es posible, utilizar un material de referencia certificado.

8.10. Estandar interno: estandar de decaclorobifenilo (C,Cl,  Nro. CAS 2051-44-3), pureza 99,9 %, marca Supelco
o similar.

8.10.1. Solucidén estandar stock de decaclorobifenilo: (concentracion aproximada 100 mg/L): realizar una
toma de aproximadamente 10 mg del estdndar 8.8 y llevar a 100 mL con isooctano. Registrar la toma y el
volumen final en el RIN 35. Almacenar en freezer, vigencia 12 meses.

8.10.2. Solucién estandar de trabajo de decaclorobifenilo: Diluir con isooctano hasta una concentracion
de aproximadamente 1 mg/L. Registrar la toma y el volumen final en el RIN 35. Almacenar en freezer,
vigencia 12 meses.

8.11. Mezcla de elucidn: preparar una mezcla hexano:éter etilico 95:5. Preparar un volumen minimo de 500 mL.
8.12. Nitrégeno alta pureza (5.0 0 99,999%)
8.13. Nitrégeno (pureza 99,9%)

Nota 3: Reactivos para andlisis (PA) son aquellos cuyo contenido en impurezas no rebasa el nimero minimo
de sustancias determinables por el método que se utilice.




9.1. Evitar contaminacion cruzada de la muestras durante la manipulacién.

9.2. Todo el material de vidrio que sera utilizado, tanto para la toma de muestra, como para la etapa de extraccion
y purificacidon debe enjuagarse previo a su uso con hexano y acetona, libres de plaguicidas. Siempre que sea
posible trabajar con material descartable.

9.3. Las soluciones de descarte contaminadas con plaguicidas deben disponerse en envases destinados para tal
fin y debidamente rotulados.

Puntos criticos en el analisis de muestras

9.4. Verificar que en la etapa de pasaje de la muestra por la columna SPE, |a totalidad del sedimento remanente
sea trasvasado, enjuagando sucesivas veces con agua las paredes y fondo del frasco.

9.5. El proceso de secado de las columnas SPE luego de la extraccién es muy importante; esto se logra, dejando
bajo vacio durante 2 horas, luego de verificar que esta pasando aire por la columna.

9.6. Es muy importante evitar evaporar a sequedad, en el proceso de concentracion de las muestras.

10.1. Preparar como minimo cinco soluciones estandares de la mezcla de plaguicidas, haciendo diluciones
seriadas del estandar 8.8.2, en isooctano, de manera de cubrir todo el rango de trabajo. Si se cuenta con
un material de referencia certificado de la mezcla de plaguicidas en estudio, realizar diluciones seriadas de
dicho estandar cubriendo todo el rango de trabajo. Registrar la preparacion de los estandares en el RIN 35.
La vigencia de las diluciones es de 6 meses (conservar en freezer).

10.2. Realizar una toma de 1 mL con jeringa de cada solucion estandar y pasar a un vial de 2 mL con tapa rosca.
Agregar solucion 8.10.2 en cada vial en una relacidn de 20 puL/mL. Luego de su utilizacidn, sustituir el septo
para evitar concentracion y contaminacion. Conservar estos viales en freezer. Vigencia de estos estandares
1 mes.

10.3. Analizar las soluciones estandares y determinar la curva de calibracion para cada plaguicida, segin 12.2.

Acondicionamiento de las columnas SPE

11.1. En un soporte apropiado colocar las columnas a acondicionar junto con sus correspondientes canillas de
teflén.

11.2. Agregar los siguientes solventes en orden sucesivo teniendo la precaucidn de no dejar secar la fase sélida
entre agregados: hexano 6 mL, acetona 6 mL, metanol 12 mLy agua desionizada 12 mL. Luego de finalizado
el acondicionamiento es necesario dejar un remanente de aproximadamente 5 mL de agua desionizada en
la columna. La columna queda pronta para proceder con la extraccion.

Toma de muestra y extraccion
11.3. Homogeneizar la muestra.

11.4. Realizar una toma de aproximadamente 500 mL registrando el peso en el RIN 39; esta toma debe realizarse
en un recipiente de vidrio (previamente lavado y enjuagado con solvente) utilizando la balanza 7.3.

11.5. Colocar las columnas SPE previamente acondicionadas en el equipo de extraccidn, manteniendo las canillas
de tefldn cerradas.

11.6. Conectar la bomba de vacio al equipo de extraccion, intercalando en la cafieria una trampa de seguridad
para evitar el ingreso de muestra a la bomba.

11.7. Conectar las cafierias de teflon a las columnas SPE teniendo la precaucidén de que estas contengan agua
suficiente de manera que al comenzar el proceso de succion no se seque la fase sdlida. El extremo libre se
coloca en el frasco que contiene la muestra; esta cafieria debe quedar tocando el fondo del recipiente.

11.8. Encender la bomba de vacio y posteriormente abrir las canillas de las columnas de manera de lograr un
goteo continuo de aproximadamente 15 mL por minuto. Verificar la hermeticidad de las columnas, marcando
el nivel de muestra en la columna y controlando que este no varia con el tiempo.



11.9. Finalizado el pasaje de toda la muestra es necesario enjuagar con agua varias veces (3) el frasco contenedor,
asegurandose que todo el sedimento contenido en la muestra ingrese a la columna SPE. Este es un paso
fundamental para lograr buenas recuperaciones.

11.10. En este punto se inicia el proceso de secado de las columnas. Con la misma configuracién del equipo se
deja aproximadamente 2 horas en vacio, verificando el pasaje de aire a través de las columnas. Este es un
paso fundamental para lograr buenas recuperaciones.

11.11. Colocar las columnas SPE secas en un soporte apropiado para su elusién.

11.12. Realizar sucesivos agregados de la mezcla de elusion a la columna hasta recoger aproximadamente 30 mL
de eluato (en tubo Pyrex, de 50 mL). En caso que se dificulte la elusion por gravedad, se podra facilitar la
misma ejerciendo presion sobre la columna.

11.13. Concentrar el eluato en bafio de agua a 50 °C bajo corriente de N, (8.13) hasta un volumen final de 0,5 mL.
Es muy importante evitar que el extracto llegue a sequedad.

11.14. Medir el volumen final con jeringa 7.9, teniendo la precaucién de tomar cuantitativamente el contenido
del tubo (en caso de que se esté por encima de los 0,5 mL concentrar manualmente con N,; en el caso que
se esté por debajo, completar los 0,5 mL con hexano).

11.15. Agregar solucion 8.10.2 (IS) en una relacion de 20 pL/mL e inyectar en el cromatdgrafo de gases.

Analisis cromatografico

11.16. Prender el cromatdgrafo de gases HP6890, segln INE 67. Seleccionar el método OCL275 y verificar que las
condiciones del mismo sean las descriptas a continuacion:

* Inyector: - Temperatura: 280 °C
(verificar que el liner no tenga lana de - Modo de inyeccidn: splitless, con apertura de split a los 0,20 min, flujo a 10
vidrio para evitar la degradacion en el mL/min
inyector) - Condiciones del inyector automatico:
Washes Pre injection Post injection
Sample 0
Solvent A 2 0
Solvent B 3 2
Pumps 4 -
* Inyector: - FAST plunger

- Volumen inyeccién: 1 uL

* Horno: - Temperatura inicial: 200 °C, mantener por 1 minuto
- Rampa 2.75 °C/min hasta 280 °C, mantener por 10 min
- Post-run: 0 minutos
- Tiempo total de corrida: 40,1 minutos

* Columna: - BPX5 (SGE) 5 % fenilo, 60 m; 0,25 um id; 0,25 um film
- Carrier: N,, 1,4 mL/min

* Detector HECD: - Temperatura: 290 °C
- Make-up: N, 58,6 mL/min




Para estas condiciones cromatograficas, el orden de elucion es el siguiente:

Compuesto tR (min)*
Lindano 9,02
Heptaclor 11,34
Aldrin 12,84
Heptacloro epdxido 14,79
o endosulfan 16,41
p,p’ DDE 17,18
Dieldrin 17,82
Endrin 19,03
p,p’ DDD 19,60
B endosulfan 19,75
p,p’ DDT 21,64
Endosulfan sulfato 21,82
Metoxiclor 24,82

*Los tiempos de retencidn pueden presentar pequefias variaciones entre corrida y corrida debido a cambios menores en la sensibilidad
del equipo; a la hora de identificacion de los diferentes plaguicidas, se deben comparar los cromatogramas de las muestras con los

cromatogramas de las soluciones estandares analizadas en la misma corrida cromatogréfica (mismo dia).

Nota 3: Las condiciones cromatogrdficas definidas anteriormente pueden ser modificadas en los caso que,
cambie la sensibilidad del equipo o que, por caracteristicas especiales de la matriz, sea necesario aumentar
la resolucién cromatogrdfica.

11.17. Método de confirmacion

Sustituir la columna utilizada (BPX5) por una columna BPX50 (o de similares caracteristicas). Seleccionar el
método OCCONF y verificar que las condiciones del método sean las establecidas a continuacion:

- Temperatura: 280 °C
* Inyector: - Modo de inyeccidn: splitless, con apertura de split a los 0,20 min, flujo a 10 mL/min
- Condiciones del inyector automatico:

Washes Pre injection Post injection
Sample 0
Solvent A 2 0
Solvent B 3 2
Pumps 4 -
* Inyector - FAST plunger

- Volumen inyeccién: 1 pL

* Horno: - Temperatura inicial: 200 °C, mantener por 1 minuto
- Rampa 2,75 °C/min hasta 275 °C, mantener por 25 min
- Post-run: 0 minutos
- Tiempo total de corrida: 53,27 minutos

* Columna: - BPX50 (SGE) 50 % fenilo, 60 m; 0,25 um id; 0,25 pum film
- Carrier: N, 1,4 mL/min

* Detector HECD: - Temperatura: 290 °C
- Make-up: N, 58,6 mL/min




Identificar las sefiales a confirmar utilizando un estandar de la mezcla de organoclorados. Se confirman
los plaguicidas detectados en el analisis inicial, cuando se observa una sefial que coincide con el estandar
correspondiente. Verificar cualitativamente que el area del plaguicida a confirmar es del orden del area
obtenida en la determinacién.

En caso de no disponer de una columna tipo BPX 50, se podra utilizar otra columna de diferente polaridad,
ajustando las condiciones cromatograficas de manera tal que sea posible resolver cromatograficamente
todas las sefiales de los analitos de interés.

Cuantificacion utilizando el detector de captura electrénica

12.1. A partir de las distintas concentraciones de soluciones estandares inyectadas, se grafica para cada plaguicida,
su area normalizada por el area del estandar interno (IS), en funcion de la concentracion. Para el rango de
trabajo definido, la curva de mejor ajuste corresponde a una recta de la forma y = ax + b, donde “y” es el
area del plaguicida normalizada por el area del IS y “x” la concentracién de dicho plaguicida en la solucion
estandar, en pg/L.

12.2. Se comparan los cromatogramas de muestra y estdndar para identificar coincidencias en las sefiales y en los
casos afirmativos se registran las areas correspondientes en el RIN 40.

12.3. La concentracidon de cada plaguicida en el extracto se calcula interpolando su area, normalizada por el area
del estandar interno en el cromatograma de la muestra, en la curva de calibracidn correspondiente.

laguicida ¢ EXTracto (ug/L) = (Area laguicida ¢ EXracto / Area IS, extracto) - b

a

siendo i= Aldrin, Dieldrin, Heptaclor, y-hexaclorobenceno (Lindano), Metoxiclor, a endosulfan, B endosulfan, Endosulfan sulfato, p,p’
DDE, p,p’ DDD y p,p’ DDT, heptaclor epdxido y endrin.

12.4. La concentracién de cada plaguicida en la muestra, en ug/L, se calcula segun:

muestra (ug/L) = C extracto x V final

plaguicida i’

T muestra

plaguicida i’

donde:
plaguicida ¢ EXLrACLO: €5 la concentracién de cada plaguicida, en pg/L, calculada segin 12.3

V final: volumen final del extracto, en mL.

T muestra: toma de muestra, en g

Se asume que la densidad de las muestras es siempre 1 g/mL

12.5. Para aquellos organoclorados en los cuales las sefales obtenidas sean mayores al limite de deteccion, es
necesario realizar la confirmacién cromatografica por una segunda columna de distinta polaridad. Verificar
cualitativamente que las concentraciones de los organoclorados confirmados sean comparables con los
valores obtenidos en la etapa de cuantificacion.

12.6. La recuperacidn de la fortificacion se calcula segun:

% de recuperacion =100 x (c . _,MAD-C_ _ M)xV final
plaguicida i plaguicida i plaguicida i
[(V Std Fort X C Std fort, plaguicida i) / v ﬁnal ] xT muestra
donde:
C aguiciaay M AD: concentracién de cada plaguicida en la muestra adicionada, en pg/L, calculada segin 12.4
aguicida M concentracion de cada plaguicida en la muestra sélida sin adicionar, en ug/L
Vv : volumen de estandar de fortificacion 8.8.3 adicionado a la muestra, en pL

Std Fort”

C : concentracion del estandar de fortificacion 8.8.3

Std fort”




13.1. Control de la sensibilidad del equipo:

Junto con cada batch de muestras se inyectara al menos un punto de la curva de calibracién. Se comparan
las sefiales de los organoclorados (areas normalizadas) de la solucidn estandar contra las sefiales obtenidas
para ese mismo punto de la curva en la calibracién mensual correspondiente (ver 11.3)

En caso de obtener una diferencia de sefial mayor al 20 % con respecto a la curva de referencia, evaluar la
pertinencia de analizar una nueva curva de calibracion.

13.2. Control de veracidad de la determinacion:

Evaluar la veracidad de la determinacion (verificacion inicial de la calibracion del instrumento), usando un
estandar preparado a partir de 8.9 de concentracion dentro del rango de calibracion

La concentracién obtenida para cada plaguicida debe estar en el rango 60-130% o de existir los graficos de
control correspondientes, el rango sera fijado a partir de éstos.

Cuando el resultado no se encuentre dentro de los limites permitidos, se debe revisar el procedimiento y
evaluar la repeticion del analisis.

13.3. Control de la exactitud del método:

Evaluarla, de ser posible, con un material de referencia certificado o material de referencia interno cuya
matriz sea similar a las muestras y posea los analitos de interés. El contenido de dichos analitos debe estar
en el rango 60-130 % del contenido real, o de existir, los rangos seran fijados a partir del grafico de control
correspondiente.

13.4. Control de precision:

Se debe realizar el analisis de un duplicado cada 5 muestras. Los limites de aceptacién de los duplicados
surgen a partir de los graficos de control correspondientes. En caso de no contar con éstos, se aceptan
dispersiones entre los duplicados (como rangos normalizados) menores al 30%, para cada plaguicida.

13.5. Control de blancos:
En cada corrida, se analiza una blanco de reactivos, extraido en las mismas condiciones que las muestras
analizadas. Verificar que el cromatograma blanco no contenga sefiales que interfieran con los compuestos
de interés.

13.6. Control de recuperacion de fortificaciones:
Se debe realizar el analisis de un fortificado cada 5 muestras: de 1 L de muestra, tomar dos alicuotas de 500
mL y a una de ellas fortificarla con la solucion 8.8.3 de tal forma que la concentracién final esté dentro del
rango lineal. Analizar la muestra y la muestra fortificada y calcular la recuperacion de la adicién segun 12.5.,
la cual debe estar dentro del rango 60-130 % del valor adicionado, o de existir graficos de control, los rangos
seran fijados a partir de éstos.

14.1. EPA Method 8081B Organochlorine Pesticides by Gas Chromatography, Revision 2, November 2000.
14.2. EPA Method 3535A Solid-Phase Extraction (SPE), Revision 0, December 1996.
14.3. EPA Chapter 4 Organic Analytes.
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