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Determinacion de residuos de
plaguicidas organoclorados
en suero sanguineo de
trabajadores de cultivo

de Café y platano en el
departamento del quindio

por gc-pecd

Determination of
organochlorine pesticide
residues In serum of coffee
and banana growers In the
departament of quindio by
gc-pecd

Determinacao de residuos de
pesticidas organoclorados

Em soro da trabalhadores das
culturas em café e banana No
departamento de quindio por
gc-pecd
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Resumen

Abstract

Resumo

La falta de conocimiento del potencial nocivo
de los plaguicidas por parte de los trabajadores
agricolas puede ocasionar graves problemas
en su salud y en la de los consumidores. Se
determino la residualidad de plaguicidas
organoclorados (OCP, por sus siglas en

inglés) en muestras de suero sanguineo de
trabajadores agricolas de cultivos de café y
platano en el departamento del Quindio. Para
la extraccion de los analitos se implement6 un
método rapido, seguro, econémico y eficiente
de microextraccion dispersiva en fase liquida
(DLLME, por sus siglas en inglés) asistida por
sonicacion, logrando la extracciéon de 20 OCP
de 200 pL de suero sanguineo en un tiempo
de 35 min con porcentajes de recuperacion
mayores al 87 %. Se emple6 cromatografia

de gases con detector de micro captura de
electrones (GC-HECD) para el andlisis de los
OCP. Para cada analito, los coeficientes de
correlacion obtenidos a partir de las curvas

de calibracién interna fueron superiores a
0,9996, los limites de deteccion (LOD) se
establecieron entre 0,02 a 0,04 ng/mL y los
limites de cuantificacién (LOQ) por debajo

de 0,14 ng/mL. En el 55 % de las muestras
analizadas (166) se evidencio la presencia de:
4,4-DDE, alfa y gamma BHC, endrin aldehido,
endosulfan II, endosulfan sulfato, heptacloro y
metoxicloro, compuestos que estan prohibidos
por la regulacién nacional e internacional.

Lack of knowledge of the harmful potential
of pesticides by agricultural workers can
cause serious health problems for them and
the consumer. The residual organochlorine
pesticides (OCP) was determined in

serum samples of coffee and banana

crops farmworkers in the department of
Quindio, Colombia. To extract analytes a
fast, efficient, safe, and economic assisted
dispersive liquid liquid microextraction
(DLLME) method was implemented by
sonication, achieving extraction of 20 OCP
in 200 pL of blood serum in a time of 35
min with percentage recoveries higher
than 87 %. OCP were analysed by gas
chromatography with electron capture
detector (GC-uECD). For each analyte,

the correlation coefficients obtained from
internal calibration curves were higher
than 0.9996, the limits of detection (LOD)
were established between 0.02 to 0.04 ng/
mL and the limits of quantification (LOQ)
below 0.14 ng/mL. A total of 55 % of the
samples analyzed (166) showed the presence
of 4,4-DDE, alpha and gamma BHC, endrin
aldehyde, endosulfan II, endosulfan sulfate,
heptachlor, and methoxychlor, compounds
that are prohibited by both national and
international regulation.

A falta de conhecimento do potencial
nocivo dos pesticidas por trabalhadores
agricolas, pode causar sérios problemas

de satde e do consumidor. Os pesticidas
organoclorados residuais (OCP) foi
determinada em amostras de soro de
trabalhadores rurais de café e plantagoes de
banana, no departamento de Quindio. Para
analitos extragdo método eficiente rapida e
segura, econdmica e assistida por dispersao
de fase liquida microextragdo (DLLME)
aplicado por ultra-som, a realiza¢do de
extragdo OCP 20 200 uL de soro sanguineo
em um tempo de 35 min com porcentagens
recuperagao > 87%. Detector Foi realizada
cromatografia gasosa com captura de
elétrons micro (GC-AECD) para a andlise
da OCP. Para cada analito, os coeficientes
de correlagdo obtidas a partir de curvas de
calibragdo interna foram maiores do que
0,9996, foram estabelecidos os limites de
detec¢do (LOD) entre 0,02-0,04 ng / mL e
os limites de quantificagao (LOQ) abaixo de
0,14 ng / mL. 55% das amostras analisadas
(166) mostrou a presenca de 4, 4-DDE, alfa
e gama-BHC, aldeido endrina, endossulfao
11, sulfato de endosulfan, heptacloro e
metoxicloro, compostos que sdo proibidos
pelo regulamento nacional e internacional.
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Introduccion

El departamento del Quindio cuenta con 555.836 personas, de las cuales
el 13 % vive en zonas rurales (1). Los cultivos de café y platano son la
principal actividad econémica y productiva de este departamento. Estos
bienes agricolas fueron fundamentales a la hora de alcanzar el nivel me-
dio alto de competitividad departamental (59,8 %) hace dos afios y para
sobresalir como lider en requerimientos bésicos. Actualmente, el café
persiste como el principal producto de exportacion y el platano lidera la
produccion agricola por encima del 93 % (2).

Uno de los factores de riesgo en este departamento de profunda
rafz agricola es la exposicion a diversos plaguicidas durante el pro-
ceso de manipulacion, aplicacidn y gestiéon de los insumos y equipos
empleados para el control de las plagas propias de los cultivos de café
y platano, riesgos generados por factores tales como la falta de cono-
cimiento del potencial nocivo de los productos quimicos empleados,
uso inapropiado o inexistente de equipos de proteccidn personal, falta
de capacitacién de los trabajadores encargados de la labor de fumiga-
cion, uso de tecnologias inadecuadas, procedimientos inseguros, etc.;
estas situaciones devienen en ambientes laborales que hacen posible
la exposicion de los trabajadores a plaguicidas y los hace més propen-
sos a desarrollar graves enfermedades (3, 4). Los plaguicidas entran
al cuerpo humano por via dérmica, oral o respiratoria y durante su
aplicaciéon algunos fenémenos meteoroldgicos y/o condiciones am-
bientales transportan estos compuestos de forma difusa a objetos, lu-
gares o sitios de distinta procedencia al de su aplicacién inicial, razén
por la cual aumenta el riesgo de exposicidn tanto en los trabajadores
agricolas como en las personas ajenas a la produccién agroindustrial
y, de igual manera a los ecosistemas de la biosfera (6-8). El Instituto
Colombiano Agropecuario (ICA) tiene registradas 44 empresas pro-
ductoras de plaguicidas quimicos comerciales formulados con base en
mds de 200 ingredientes activos en Colombia (9). Dado que la exposi-
cion directa o indirecta a los plaguicidas puede perjudicar gravemente
la salud humana, desde el 2006 Colombia cuenta con un sistema de
vigilancia epidemioldgica para las intoxicaciones por sustancias qui-
micas; en el 2013 las intoxicaciones por plaguicidas obtuvieron el se-
gundo lugar con un porcentaje de 29,17 % (10). En el 2012 el nimero
de intoxicaciones por plaguicidas reportadas al sistema de vigilancia
en salud publica (SIVIGILA) en el departamento del Quindio fue de
255 casos y los municipios con el mayor numero de reportes fueron
Armenia y Montenegro, la mayoria por exposicién agricola de tipo
ocupacional (1).

Los plaguicidas organoclorados (OCP) se caracterizan por ser alta-
mente liposolubles y toxicos. Su gran estabilidad fisicoquimica los hace
muy persistentes y bioacumulables, son altamente efectivos contra las
plagas, por lo que aumentan la produccién y el rendimiento agricola,
pero su elevada toxicidad y uso desmesurado afecta tanto a los ecosis-
temas como a los agricultores, por lo que han sido regulados y amplia-
mente estudiados (11-21).

La microextraccion dispersiva en fase liquida (DLLME, por sus
siglas en inglés) es una técnica muy util, econdmica, rapida, segura y
eficiente que permite la limpieza y preconcentracién de microcontami-
nantes organicos a microescala (22-26). Consiste en separar los inter-
ferentes presentes en un pequefio volumen de una matriz liquida em-
pleando un agente dispersante y, en retirar los analitos usando pequefos
volimenes de un agente extractante (disolvente). En este sentido, para
determinar la posible residualidad de OCP en el suero sanguineo de
trabajadores agricolas, se utilizé la DLLME asistida con sonicacién, en
conjunto con cromatografia de gases y un detector de microcaptura de
electrones (GC-uECD).

Materiales y métodos

Se realizd un estudio descriptivo en trabajadores del sector agricola
(TSA) y sus compaiieros permanentes del Departamento del Quindio
entre los meses de marzo y octubre de 2014; se seleccionaron aleatoria-
mente el 50 % de los municipios productores de platano y café; las fincas
se seleccionaron de bases de datos de las asociaciones de plataneros,
Umatas y Secretaria de Agricultura. Se incluyeron TSA que hubieran
desempeniado su actividad por mas de 4 meses en las fincas seleccio-
nadas, que tuvieran minimo 18 afios y que firmaran el consentimiento
informado.

Equipos

Durante el proceso de preparacion y extraccién se empled un ultraso-
nido BRANSON 3510, un vortex SCILOGEX MX-S, una centrifuga
HETTICH EBA 20 y una balanza PRECISA XB 220°. Para la determi-
nacion de los residuos de plaguicidas se utilizé un cromatdgrafo de ga-
ses 6890N Agilent Technologies dotado con automuestreador, inyector
split-splitless, detector de hECD y una unidad electrénica con el soft-
ware controlador Chemstation. La columna cromatogréfica empleada
fue una Agilent J&W HP-5 (30 m x 0,320 mm x 0,25 um) 95 % polidi-
metilsiloxano, 5 % polidifenilsiloxano.

Toma de muestras

Los trabajadores se escogieron al azar dentro de los principales munici-
pios productores. Se tom¢ una muestra a cada participante; las muestras
sanguineas se tomaron después de 12 h de ayuno por puncién venosa
en tubo seco, el suero se obtuvo por centrifugacion a 2500 rpm durante
15 min, a 4 °C, luego fue separado en microtubos y almacenado a -20 °C
hasta su extraccién y analisis cromatografico.

Microextraccion Dispersiva en Fase Liquida (DLLME)

Las muestras de suero sanguineo se descongelaron a temperatura am-
biente y se manipularon el menor tiempo posible en un tubo vacutainer
de vidrio de 7 mL. Al ser una matriz lipidica con gran contenido de
proteinas, se empleé metanol grado HPLC como agente dispersante a
igual volumen de la muestra de suero (200 pL) y luego se adicionaron 3
mL del agente extractante, n-hexano grado cromatografico. Luego de un
vortex de 2 min, el extracto se dejo en sonicacion durante 10 min con el

Tabla 1. Datos cuantitativosal evaluar larecuperacion de la técnica de DLLME. Concentracion

tedrica [, ], concentracion experimental [, ], porcentaje de recuperacion (%, ).
Extraccion [1go] ng/mL [gxp] ng/mL % e

1 641 593,90 92,65

2 641 604,33 94,27

3 641 558,06 87,17

4 641 581,01 90,64

5 641 563,43 87,89
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fin de asistir la disolucion de los plaguicidas, luego se centrifugé a 3500
rpm durante 3 min para romper las emulsiones, favorecer la extraccién
y evitar interferencias en el extracto, después se decanté para separar la
fase liquida de la fase s6lida y a ésta ultima se le adicionaron de nuevo 3
mL del agente extractante y se repiti6 el proceso hasta unir las dos fases
liquidas finales y obtener un extracto limpio. Por ultimo, se tomé 1 mL
del extracto y se le adicionaron 0,2 g de sulfato de sodio anhidro (Na-
,50,) para eliminar la fase acuosa y posibles interferentes. Al final se ob-
tuvo un extracto idéneo para la inyeccién en el cromatografo de gases.

Curvas de calibracion

A partir de una mezcla de 20 OCP a 2000 ug/mL, Mix AB#1 RESTEK
en hexano:tolueno (1:1, v/v) con pureza entre 96,9 a 99,9 % se prepar6
una solucién madre de 250 pg/mL y partiendo de la solucién madre
se prepararon soluciones patrén de 3, 5, 10, 25, 50 y 250 ng/mL para
los niveles de concentracion de la curva. Se empled 4,4-dibromobifenilo
como estandar interno (ISTD). Las soluciones se prepararon utilizando
n-hexano MERCK grado cromatografico. Se empled suero sanguineo
libre de plaguicidas como blanco matriz que fue dopado con las solucio-
nes patrén y con 70 pL del ISTD a 200 pg/mL.

Andlisis cromatogrdfico

El automuestreador se configurd para inyectar 2,5 uL de muestra. Las
temperaturas del inyector y del detector permanecieron a 250 y 300 °C
respectivamente. La temperatura del horno se programé de 140 °C hasta
180 °C (durante 5 min) a razén de 6 °C min’}, de 180 °C hasta 200 °C
(durante 3 min) a razén de 2 °C min™' y de 200°C hasta 260 °C (durante
2 min) a razén de 12 °C min™. El tiempo de la corrida cromatografica
para la resolucion total de los analitos fue de 29,6 min.

Resultados y discusion

La técnica de extraccion de los analitos resulto ser satisfactoria, pues tal
y como se muestra en la Tabla 1, los porcentajes de recuperacion fueron
mayores al 87 %. Ademas, se obtuvieron perfiles cromatograficos con
picos bien definidos y lineas base poco fluctuantes (Figura 1) que con-
firman la reduccion del efecto matriz durante el proceso de extraccion, a
pesar de la complejidad de la muestra. El método de anilisis desarrolla-
do fue validado determinando la linealidad del sistema (27), la sensibili-
dad, el limite de deteccion y el limite de cuantificacion.

Tabla 2. Datos analiticos obtenidos a partir de las curvas de calibracion de los 20 OCP. Tiempo de retencién (tR), coeficiente de correlacion (%), limite de deteccion (LOD), limite de cuantificacion (LOQ) y Linealidad.

ocCp t, (min) r? LOD (ng/mL) LOQ (ng/mL) Linealidad (%)
Alfa-BHC 9,09 0,9997 0,0260 0,0789 99,21
Beta-BHC 10,17 0,9996 0,0453 0,1374 98,62
Gamma-BHC 10,45 0,9998 0,0204 0,0619 99,38
Delta-BHC 11,60 0,9998 0,0205 0,0624 99,37
Heptacloro 14,18 0,9997 0,0276 0,0839 99,16
Aldrin 16,24 0,9997 0,0301 0,0912 99,08
Heptacloro Epdxido 18,91 0,9996 0,0318 0,0964 99,03
Gamma Clordano 20,56 0,9997 0,0291 0,0884 99,11
Endosulfan 1 21,39 0,9996 0,0368 0,1118 98,88
Alfa Clordano 21,69 0,9996 0,0326 0,0988 99,01
Dieldrin 23,39 0,9997 0,0283 0,0859 99,14
4,4-DDE 23,61 0,9997 0,0255 0,0773 99,22
Endrin 24,58 0,9997 0,0282 0,0855 99,14
Endosulfan 11 25,06 0,9996 0,0423 0,1281 98,72
4,4-DDD 25,64 0,9997 0,0374 0,1135 98,86
Endrin Aldehido 25,87 0,9996 0,0433 0,1312 98,69
Endrin Cetona 26,72 0,9998 0,0269 0,0818 99,18
4,4-DDT 26,94 0,9997 0,0276 0,0839 99,16
Endosulfan Sulfato 28,08 0,9996 0,0351 0,1066 98,93
Metoxicloro 28,69 0,9997 0,3392 0,1188 98,81
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Se calcularon niimeros analiticos de mérito a partir de los resultados
de las curvas de calibracién interna de cada analito, reportando una alta
linealidad y sensibilidad con coeficientes de correlaciéon mayores que
0,9996 para todos los plaguicidas. En la Tabla 2 se muestran los datos
obtenidos. Los limites de deteccion y de cuantificacién fueron calcula-
dos segun Miller y Miller (28), y el porcentaje de linealidad se calculd
por medio de la ecuacion [1].

Sl = 100 1 -]
[1]
Se analizaron 166 muestras, encontrandose niveles elevados de OCP

en el 55 % de las personas implicadas en este estudio. La Tabla 3 muestra
la residualidad de los plaguicidas encontrados, ordenados seglin muni-

cipio, nimero de muestras en que se detecté cada OCP y la concentra-
cioén promedio del total de muestras.

En los municipios de Buenavista, Génova y Quimbaya predominé
la presencia de gamma-BHC (mds conocido como lindano) y de hepta-
cloro, plaguicidas prohibidos en todas sus presentaciones por su elevada
toxicidad al medio ambiente y a los seres humanos; estos pueden gene-
rar dafo hepatico y renal, hemorragias, nduseas, convulsiones, hiperex-
citacién del sistema nervioso central y/o hasta la muerte (20, 21, 25, 30).
En el municipio de Cérdoba 12 personas dieron resultados positivos de
la concentracién de endosulfan sulfato, uno de los plaguicidas mas peli-
grosos y restringidos en el mundo por su elevadisima toxicidad en todo
tipo de organismos (20, 21, 25, 31), su uso esta prohibido en la Unién
Europea y hasta el momento en 60 paises (20, 21, 25, 32).

Tabla 3. (lasificacion de los resultados obtenidos en muestras reales segtin municipio. Concentracién promedio [ 1.

prom

Municipio ocCpP Muestras [prom] (ng/mL)
4,.4-DDE 2 96,28
Cérdoba
Endosulfan Sulfato 12 11,43
Gamma-BHC 21 126,15
Génova Heptacloro 21 129,38
Metoxicloro 1 7,46
Alfa-BHC 10 103,06
Gamma-BHC 31 125,19
Buenavista
Heptacloro 31 125,54
4,4-DDE 2 77,23
Alfa-BHC 3 91,49
Gamma-BHC 21 76,19
Heptacloro 7 126,83
Quimbaya
Endrin Aldehido 3 122,89
Endosulfan II 2 80,53
4,4-DDE 8 70,91
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Figura 1. Perfil cromatogréfico de OCP en suero sanguineo. Barrido completo. 50 ng/mL. Sb=

desviacion estandar de la pendiente. b= pendiente.
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En general las cifras que presenta la tabla 3 son criticas, dado que
todos los OCP encontrados en las muestras reales estan prohibidos por
la legislacion nacional debido a su alta toxicidad. Sin embargo, los resul-
tados encontrados muestran que aun se siguen utilizando en el contexto
agricola y que su persistencia en el organismo es elevada. Esta situacion
es producto del poco control que ejerce el estado en la entrada y venta
ilegal de plaguicidas en el pais.

Conclusiones

Las metodologias de extraccion y anélisis de OCP en pequenos volime-
nes de suero sanguineo demostraron ser idéneas para la determinacién
fehaciente de la residualidad de estos contaminantes quimicos, pues no
se tuvieron problemas con el efecto matriz y las sefiales cromatograficas
no mostraron fluctuaciones significativas. Estas estrategias de analisis
pueden ser utilizadas de manera rutinaria para analisis toxicolégicos in-
ternos y/o externos a la Universidad.

Este estudio determiné que se contintian empleando de manera in-
discriminada, plaguicidas restringidos por su elevada toxicidad para el
medio ambiente y los seres humanos. Estos plaguicidas representan un
riesgo en la medida en que pueda llegar a personas dentro y fuera del
departamento a través de los alimentos y las fuentes de agua. Con base
en los resultados se evidencia la constante exposicion y persistencia de
los OCP en los trabajadores agricolas y, se hace hincapié en la falta de
concienciacién, normatividad, vigilancia, control, monitoreo y uso de
los elementos de proteccién personal para evitar el aumento de enfer-
medades en el departamento que puedan verse influenciadas por la pre-
sencia de residuos de plaguicidas.
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