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RESUMEN

El Laboratorio de Toxicología Ambiental del Hospital de Cuenca Alta Néstor Kirchner (HCANK) en conjunto con la 
Dirección de Salud y Educación Ambiental (DSyEA) de la Autoridad de Cuenca Matanza Riachuelo (ACUMAR), inició 
el desarrollo y optimización de metodologías analíticas en muestras ambientales, para estimar las posibles fuen-
tes de exposición de la población a contaminantes de riesgo para la salud. Siendo la Cuenca Alta una zona de pro-
ducción agrícola es posible la presencia de agroquímicos en aguas subterráneas. El objetivo de este trabajo fue 
desarrollar y validar un método cuantitativo para la determinación de Ametrina, Atrazina, Atrazina desetil, Atrazi-
na desisopropil, Azoxistrobina, Carbendazim, Dimetoato, Epoxiconazol, Flurocloridona, Imazapir, Imazamox, Imi-
dacloprid, Linurón, Metsulfurón-metil, Tebuconazol y Triasulfurón en muestras de aguas subterráneas. Se utilizó 
cromatografía líquida de ultra performance con detector de masas triple cuadrupolo (UHPLC-MS/MS) y columna 
de C18. Se inyectaron 10 µL de blancos de agua y aguas fortificadas post filtración. Siguiendo las directrices de 
la Agencia de Protección Ambiental de los Estados Unidos (USEPA) se determinaron los siguientes parámetros: 
linealidad, selectividad, efecto matriz, precisión, veracidad y límite de cuantificación. El comportamiento fue lineal 
entre 0,10 y 1,00 µg/L para todos los analitos, con ausencia de efecto matriz, porcentajes de recuperación entre 
100 y 116%, desvíos estándares de 8 a 16% y límites de cuantificación de 0,10 µg/L. Se desarrolló y validó un 
método apto para los fines propuestos.

ABSTRACT

The Environmental Toxicology Laboratory of the Cuenca Alta Néstor Kirchner Hospital (HCANK) in conjunction 
with the Direction of Health and Environmental Education (DSyEA) of the Matanza Riachuelo Basin Authority 
(ACUMAR), began the development and optimization of analytical methodologies in environmental samples, 
to estimate possible sources of population exposure to health-risk contaminants. Since the Upper Basin is an 
area of agricultural production, the presence of agrochemicals in groundwater is expected. This work aimed 
to develop and validate a quantitative method for the determination of Ametrine, Atrazine, Desethyl Atrazine, 
Desisopropyl Atrazine, Azoxystrobin, Carbendazim, Dimethoate, Epoxiconazole, Flurochloridone, Imazapyr, 
Imazamox, Imidacloprid, Linuron, Metsulfuron-methyl, Tebuconazole and Triasulfuron in groundwater samples. 
Ultra-performance liquid chromatography with triple quadrupole mass detector (UHPLC-MS/MS) and C18 
column was used. Post-filtration blank and fortified waters were injected (10 µL). Following the guidelines 
of the United States Environmental Protection Agency, the following parameters were determined: linearity, 
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selectivity, matrix effect, precision, veracity and limit of quantification. The behavior was linear between 0,10 
and 1,00 µg/L for all analytes with no matrix effect, recovery percentages between 100 and 116%, standard 
deviations of 8 to 16%, and quantification limits of 0,10 µg /L. A method suitable for the proposed purposes 
was developed and validated.
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del Plan Sanitario de Emergencia 2020-2023 de la Di-
rección de Salud y Educación Ambiental de ACUMAR, 
ha iniciado el proceso de desarrollo, optimización y 
validación de metodologías analíticas en muestras 
ambientales y en muestras biológicas con el objetivo 
de evaluar la exposición de la población a potencia-
les contaminantes asociados al uso de agroquímicos 
presentes en la Cuenca Matanza Riachuelo. 
Actualmente, existe una gran preocupación por los 
riesgos asociados con el uso de agroquímicos y su 
posible impacto en la salud humana. Los niveles de 
agroquímicos en muestras de agua de consumo hu-
mano podrían utilizarse como marcador de la fuente 
de exposición. Los agroquímicos pueden estar pre-
sentes en el agua en niveles de trazas o ultratrazas, 
por lo que se requiere de metodologías de alta com-
plejidad para su determinación cuantitativa. El Códi-
go Alimentario Argentino no establece valores límite 
para los agroquímicos seleccionados en este estudio, 
para aguas de consumo humano.8 La Unión Europea 
establece un valor máximo de 0,5 μg/L para el total 
de plaguicidas y de 0,1 μg/L para cada plaguicida in-
dividual en base al principio de precaución.9

Algunos de los pesticidas más utilizados en la re-
gión de la Cuenca Alta son los siguientes: Herbicidas: 
Acetoclor, Ácido 2,4-D, Ácido 2,4-DB, Ametrina, AMPA 
(metabolito del Glifosato), Atrazina, Atrazina desetil  y  
Atrazina desisopropil (ambos metabolitos de la Atra-
zina), Dicamba,  Flurocloridona, Glifosato, Glufosina-
to de amonio, Imazamox, Imazapir, Linurón, Metola-
clor,  Metsulfurón-metil y Triasulfurón; Insecticidas: 
Abamectina, Cialotrina, Cipermetrina, Clorpirifós-etil, 
Clorpirifós-metil, pp´-DDD (metabolito del DDT), Del-
tametrina, Dimetoato, Endosulfán (α y β), Endosulfán 
sulfato (metabolito del Endosulfán), Fipronil e Imi-
dacloprid; y Fungicidas: Azoxistrobina, Carbendazim, 
Epoxiconazol, Mancozeb, Tebuconazol, Triasulfurón y 
Zineb.

INTRODUCCIÓN

Dentro de las problemáticas socio sanitario ambien-
tales identificadas por la Dirección de Salud y Edu-
cación Ambiental de la Autoridad de Cuenca Matanza 
Riachuelo en los municipios de la Cuenca Alta (Cañue-
las, Gral. Las Heras, Marcos Paz, Presidente Perón y 
San Vicente), mediante el trabajo en territorio de las 
Unidades Sanitarias Ambientales (USAm), se consi-
deró la posible exposición por el uso de agroquímicos 
y el consumo de agua no segura de la población.1 Esto 
se debe a que los municipios que componen la Cuen-
ca Alta tienen un perfil productivo agropecuario y la 
mayoría de los productores de la zona aplican técni-
cas de cultivo de manera convencional.
Este modelo de producción hace uso de insumos 
agrícolas externos, como semillas, fertilizantes y 
agroquímicos para combatir las diferentes plagas, 
enfermedades y malezas.2,3 Dentro de los plaguici-
das se incluyen herbicidas, insecticidas, fungicidas, 
acaricidas, entre otros. Estos productos se descargan 
deliberadamente en el ambiente pudiendo permane-
cer en los suelos, se dispersan en el aire por deriva, 
se transportan por lixiviación a cursos acuáticos sub-
terráneos desde suelos de alta infiltración, o por es-
correntía llegando a los cursos de aguas superficia-
les.1,3,4 La población rural es la mayormente expuesta 
a estos contaminantes pudiendo sufrir intoxicaciones 
agudas debido a un mal manejo o a accidentes, pero 
también existe la posibilidad de una exposición cró-
nica, más difícil de identificar, que pueden provocar 
daños y efectos adversos en la salud humana tales 
como trastornos fisiológicos, comportamentales y re-
productivos entre otros.3,5,6,7. Como consecuencia de 
la aplicación a los cultivos, residuos de agroquímicos 
pueden estar presentes en aguas subterráneas y ser 
consumidos por la población general.6

El Laboratorio de Toxicología Ambiental del Hospital 
de Cuenca Alta Néstor Kirchner SAMIC, en el marco 
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MATERIALES Y MÉTODOS

Equipamiento 
Se utilizó un Cromatógrafo líquido Waters modelo 
Aquity Class I, acoplado a un detector Xevo TQ- XS, 
provisto de una columna Waters™ ACQUITY UPLC 
BEH C18 1,7 μm 2,1 x 100, una balanza analítica Sar-
torius BCE2241-1SAR y un purificador de agua Heal 
Force Smart N15 UV.

Reactivos y materiales
Se utilizaron los siguientes Materiales de Referencia 
Certificados (MRC) provistos por AccuStandard: Ame-
trina, Atrazina, Atrazina desetil, Atrazina desisopropil, 
Azoxistrobina, Carbendazim, Dimetoato, Epoxicona-
zol, Flurocloridona, Imazapir, Imazamox, Imidacloprid, 
Linurón, Metsulfurón-metil, Tebuconazol y Triasulfu-
rón. Se utilizaron los siguientes reactivos químicos: 
metanol de grado HPLC provisto por Merck, ácido 
fórmico de pureza analítica provisto por Carlo Erba.

Preparación de soluciones 
Se elaboraron soluciones estándar de 1 mg/ml en 
metanol de cada uno de los 16 analitos. A partir de 
estas soluciones, se prepararon soluciones estándar 
combinadas de los 16 analitos de 10.000 µg/L y de 
100 µg/L en metanol. Todas las soluciones se conser-
varon a T<-10 °C, al resguardo de la luz. 
Los estándares de trabajo fueron preparados en agua 
tipo I (agua ultrapura), en 5 niveles de concentración 
(0,10; 0,25; 0,50; 0,75 y 1,00 µg/L) a partir de dilucio-
nes de la solución estándar de 100 µg/L en metanol. 
Las soluciones se conservaron a T< 6 °C, al resguardo 
de la luz durante 15 días.

Las características fisicoquímicas de estos compues-
tos orgánicos no permiten su determinación en forma 
simultánea empleando un único método de análisis, 
razón por la cual se investigan aplicando diferentes 
métodos, la cromatografía líquida y la cromatografía 
gaseosa acopladas a espectrometría de masas.

OBJETIVO

Desarrollar y validar un método cuantitativo para la 
determinación de los agroquímicos Ametrina, Atra-
zina, metabolitos de la Atrazina (Atrazina desetil y 
Atrazina desisopropil), Azoxistrobina, Carbendazim, 
Dimetoato, Epoxiconazol, Flurocloridona, Imazapir, 
Imazamox, Imidacloprid, Linurón, Metsulfurón-metil, 
Tebuconazol y Triasulfurón en muestras de aguas 
subterráneas utilizadas para consumo humano, por 
cromatografía líquida de ultra performance acopla-
da a espectrometría de masas de triple cuadrupolo 
(UHPLC-MS/MS). 

Las muestras fortificadas en los mismos 5 niveles de 
concentración (0,10; 0,25; 0,50; 0,75 y 1,00 μg/L), fue-
ron construidas a partir de la solución estándar de 
100 µg/L en metanol. Las soluciones se conservaron 
a T< 6 °C, al resguardo de la luz durante 15 días.
Los controles de calidad fueron elaborados en 3 nive-
les de concentración: 0,10; 0,50 y 1,00 µg/L en agua 
tipo I a partir de la solución estándar combinada de 
los 16 analitos en agua, de concentración 100 µg/L, 
diferente a la utilizada para la curva de calibración. 
Las soluciones se conservaron a T< 6 °C, al resguardo 
de la luz durante 15 días.

Condiciones cromatográficas 
La separación cromatográfica se realizó utilizando 
una fase móvil preparada con agua: metanol (98:2) y 
0,1 % ácido fórmico (fase móvil A); y metanol y 0,1 % 
ácido fórmico (fase móvil B). Las soluciones se filtra-
ron a través de membrana de nylon de 0,2 µm de ta-
maño de poro y se trabajó con un flujo de 0,3 mL/min. 
Se evaluaron diferentes gradientes de elución, tem-
peraturas de columna y volúmenes de inyección. La 
temperatura de la columna óptima fue de 40°C y el 
volumen de inyección óptimo fue de 10 µl (Tabla 1).

lnicial
0,50
7,75
8,50
8,51
12,00

0,3
0,3
0,3
0,3
0,3
0,3

95,0
95,0
0,0
0,0
95,0
95,0

5,0
5,0

100,0
100,0
5,0
5,0

Flujo (ml/min)Tiempo (min) Muerto

Tabla 1. Gradiente de elución del sistema 
cromatográfico utilizado para el análisis 
de los 16 compuestos.

%B

Condiciones del espectrómetro de masas
Se realizó la sintonía del detector empleando el software 
IntelliStart. Los parámetros del espectrómetro de ma-
sas utilizados en el método se muestran en la Tabla 2. 

Voltaje del capilar
Temperatura de desolvatación

Caudal de desolvatación
Voltaje de cono

Flujo del gas de nebulización

3,05 kV
450 °C
700 L/h

24 V
7 bar

Modo de ionización ESI Positivo

Tabla 2. Parámetros de espectrómetro de masas.
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Se seleccionaron 2 transiciones para cada analito. Se uti-
lizaron como trazas de cuantificación los iones producto 
con mayor sensibilidad y como traza de confirmación los 
iones producto con la segunda mayor sensibilidad. En la 
tabla 3 se muestran las transiciones MRM seleccionadas 
con su respectiva energía de cono y energía de colisión: 

Ametrina

Atrazina

Atrazina 
desetil

Atrazina
desisopropil

Azoxistrobina

Carbendazim

Dimetoato

Epoxiconazol

Flurocloridona

Imazamox

Imazapir

Imidacloprid

Linurón

Metsul-
furónmetil

Tebuconazol

Triasulfurón

228,1>68,1
228,1>186,1
216,1>174,1
216,1>96,1

188,06>146,9
188,06>78,9

174>96
174>78,9

404,1>372,1
404,1>344,1
192,1>160,1
192,1>132,1
230>124,8
230>198,8
330>121,04

330>101
312>292
312>145

306,2>193,05
306,2>163,05
262,2>69,2
262,2>86,1
256,1>175,1
256,1>209,1
249,1>160,0
249,10>182,0

382>167
382>198,8
382>198,8
308,1>125
402>167,1
402>141

25
25
40
25
15
15
35
15
18
30
25
30
15
15
40
40
20
40
30
30
30
30
30
30
30
30
15
15
25
25
35
35

35
20
40
15
25
15
35
15
18
14
25
15
10
20
40
20
40
20
25
0
25
25
19
16
18
18
15
20
20
40
20
15

MRMAnalito Energía de 
cono (V)

Tabla 3. Transiciones MRM y parámetros

Energía de 
colisión (eV)

Preparación de las muestras
Se trabajó con una muestra de agua del grifo del 
laboratorio del HCANK, proveniente de napas subte-
rráneas. La muestra se filtró con una membrana de 
nylon de 0,2 µm de tamaño de poro. 

Validación del método de análisis
La validación del método se llevó a cabo siguiendo los 
criterios establecidos por el Organismo Argentino de 

Acreditación y la USEPA.10, 11 Se evaluaron los siguien-
tes parámetros de validación: linealidad, selectividad, 
efecto matriz, precisión, veracidad y límite de cuanti-
ficación.
La linealidad se determinó a partir del coeficiente de 
correlación r y la distribución de los residuales para 
la pendiente, utilizando el modelo de regresión lineal 
ponderada 1/X para minimizar el impacto del interva-
lo de concentraciones relativo, a partir del análisis por 
triplicado de estándares de calibración preparados en 
agua tipo I, en 5 niveles de concentración (0,10; 0,25; 
0,50; 0,75 y 1,00 μg/L).
La selectividad se estudió mediante el análisis de 
blancos de reactivos, blancos de matriz, muestras 
fortificadas, soluciones estándar de analitos indivi-
duales y soluciones estándar de analitos combinados. 
Se determinó la concentración de los analitos de inte-
rés en agua tipo I (blancos) y agua de pozo (blancos de 
matriz), analizando por sextuplicado blancos y blan-
cos de matriz. 
La existencia de interferencia por la presencia de 
otros analitos se evaluó para la Atrazina y sus me-
tabolitos, analizando por triplicado estándares indivi-
duales y combinados de Atrazina, Atrazina desetil y 
Atrazina desisopropil en 5 niveles de concentración 
(0,10; 0,25; 0,50; 0,75 y 1,00 μg/L). Se evaluó si existen 
diferencias significativas entre las áreas obtenidas 
para cada analito en las soluciones individuales y las 
combinadas, mediante un test T de dos colas. 
Se evaluó la selectividad del método por la Atrazina 
en presencia de otros analitos, analizando soluciones 
estándar combinadas de los 16 analitos preparados 
en agua tipo I y muestras fortificadas con los 16 ana-
litos, en 3 niveles de concentración (0,10; 0,50 y 1,00 
μg/L), por triplicado.
El efecto matriz se calculó a partir de las pendientes 
obtenidas al realizar las curvas de calibración en sol-
vente y las pendientes obtenidas al realizar las curvas 
de calibración en la matriz, a partir de muestras forti-
ficadas en 5 niveles de concentración (0,10; 0,25; 0,50; 
0,75 y 1,00 μg/L) por duplicado alternando analistas.
Para evaluar la precisión y la veracidad se analizaron 
muestras fortificadas en 3 niveles de concentración 
(0,10; 0,50 y 1,00 μg/L) por nonuplicado, en 4 días di-
ferentes, alternando analistas. Se calcularon la des-
viación estándar relativa (RSD) y la recuperación (R), 
para cada analito en cada nivel de concentración. 
Se adoptó como límite de cuantificación el primer 
punto de la curva analítica que cumple con los crite-
rios establecidos de veracidad y precisión.
Los estadísticos utilizados y los criterios de acepta-
ción se resumen en la Tabla 4.   
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Linealidad

Selectividad frente 
a la presencia de 
impurezas en el 

blanco
Selectividad 

en presencia de 
los componentes 

de la matriz

Selectividad frente 
a la presencia de 

otros analitos

Efecto matriz

Precisión

Veracidad

Coeficiente
 de correlación

Residuos

Concentración 
de los analitos 
de interés en el 

blanco
Concentración 
de los analitos 
de interés en el 

blanco de matriz
Test T de 

comparación de 
medias:

Test T de 
comparación de 

medias:

EM (%) =

Desvío estándar 
relativo

RSD =      .100
X = media

SD = desvío 
estándar

Recuperación %
%R =    . 100
X = media

C= valor esperado

r > 0,995

Distribución 
aleatoria

< LC

< LC

t cal < t tab, no hay 
diferencia entre las 
señales obtenidas al 
analizar soluciones 

estándares y las 
muestras fortificadas
t cal < t tab, no hay 
diferencia entre las 
señales obtenidas al 
analizar soluciones 

estándares y 
combinadas

-20% < EM < 20%, 
ausencia de 
efecto matriz
RSD < 20 %

70% > R < 130%

Parámetros
de validación

Análisis
estadístico

Tabla 4. Parámetros de validación, estadístico 
utilizado y criterios de aceptación.

Criterio de
aceptación

RESULTADOS

El método desarrollado demostró ser lineal en el ran-
go de concentraciones de 0,10 a 1,00 µg/L para los 16 
analitos, con un coeficiente de correlación r >0,995 y 
una distribución aleatoria de los residuales.
La concentración de los analitos de interés en el blan-
co (agua tipo I) y en el blanco de matriz (agua de pozo) 
resultó ser despreciable. 
Se obtuvo un t calculado < t tabla (t tabla= 4,303 para 
α=0,05 y n-1= 2 grados de libertad) al comparar las 
señales obtenidas para cada analito en presencia y 
ausencia de matriz. No se encontraron diferencias 
significativas entre las señales obtenidas al analizar 
soluciones estándares y muestras fortificadas, en 
los 5 niveles de concentración evaluados para los 16 
analitos. El efecto matriz obtenido fue menor a ± 20 % 
para los 16 analitos.
Se obtuvo un valor t calculado < t tabla (t tabla= 4,303 
para α=0,05 y n-1= 2 grados de libertad) al comparar 
las señales obtenidas para la Atrazina y sus 2 me-
tabolitos en soluciones individuales y combinadas. 
No se encontraron diferencias significativas entre las 
áreas obtenidas para cada analito en las soluciones 
individuales y las combinadas, para los 5 niveles de 
concentración evaluados en los 3 analitos. 
La veracidad medida como porcentaje de recupera-
ción se encontró dentro del rango de aceptación esta-
blecido (70-130%) para todos los analitos, en los tres 
niveles de concentración evaluados.
La precisión del método medida como desviación 
estándar relativa resultó ser menor al 20% para to-
dos los analitos, en los tres niveles de concentración 
evaluados. 
En la Tabla 5 se muestran las cifras de mérito obte-
nidas para cada analito en la validación del método.
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Ametrina

Atrazina

Atrazina desetil

Atrazina desisopropil

Azoxistrobina

Carbendazim

Dimetoato

Epoxiconazol

Flurocloridona

Imazamox

Imazapir

Imidacloprid

Linurón

Metsulfurón metil

Tebuconazol

Triasulfurón

0,10 — 1,00

0,10 — 1,00

0,10 — 1,00

0,10 — 1,00

0,10 — 1,00

0,10 — 1,00

0,10 — 1,00

0,10 — 1,00

0,10 — 1,00

0,10 — 1,00

0,10 — 1,00

0,10 — 1,00

0,10 — 1,00

0,10 — 1,00

0,10 — 1,00

0,10 — 1,00

0,10
0,50
1,00
0,10
0,50
1,00
0,10
0,50
1,00
0,10
0,50
1,00
0,10
0,50
1,00
0,10
0,50
1,00
1,43
1,88
2,33
0,10
0,50
1,00
0,10
0,50
1,00
0,10
0,50
1,00
0,10
0,50
1,00
0,10
0,50
1,00
0,10
0,50
1,00
1,43
1,88
2,33
0,10
0,50
1,00
0,10
0,50
1,00

-9

1

3

17

-1

16

17

0

7

14

12

4

-3

5

-6

10

128
121
123
110
126
124
106
112
113
113
117
120
121
112
119
127
124
129
109
116
115
121
112
116
124
120
123
114
117
114
125
118
119
114
116
115
129
112
113
120
120
114
118
113
118
117
113
117

18
15
14
9
18
14
8
9
9
10
5
6
20
14
13
6
5
7
8
7
15
20
13
8
16
16
5
11
6
3
12
7
7
17
14
9
19
20
11
22
8
12
22
6
13
13
3
6

0,1

0,1

0,1

0,1

0,1

0,1

0,1

0,1

0,1

0,1

0,1

0,1

0,1

0,1

0,1

0,1

Rango lineal (µg/L)Analito Concentración (µg/L) Efecto matriz (%)
Tabla 5. Cifras de mérito obtenidas para cada analito

R (%) RSD (%) LoQ (µg/L)

DISCUSIÓN

Los resultados obtenidos demostraron adecuada li-
nealidad, selectividad, veracidad y precisión en el ran-
go de 0,10 a 1,00 µg/L y ausencia de efecto matriz 
para los 16 compuestos estudiados. Este método es 
el globalmente aceptado y recomendado para los es-
tudios de monitoreo de contaminantes orgánicos en 
aguas, estando los parámetros obtenidos en la vali-
dación dentro de lo reportado en la bibliografía cuan-
do se aplica UHPLC MS/MS.12 

El método de análisis desarrollado por el Laboratorio 
de Toxicología Ambiental es el adecuado para la de-
terminación en simultáneo de los 14 agroquímicos y 
2 metabolitos de interés toxicológico en aguas subte-
rráneas. Esta metodología permite evaluar de forma 
confiable los niveles de los agroquímicos antes men-
cionados, en concentraciones superiores a 0,10 μg/L 
para cada una de las sustancias, de acuerdo a los lími-
tes propuestos por la Directiva de la Unión Europea.9 

El alcance del método podría ser ampliado median-
te la adquisición de nuevos Materiales de Referencia 
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Certificados de otros agroquímicos y metabolitos de 
interés y la evaluación de las cifras de mérito. Esto 
permitiría analizar un mayor número de plaguicidas 
en forma simultánea, optimizando la utilización de los 
recursos del laboratorio. 

CONCLUSIÓN

Se desarrolló y validó un método cuantitativo para la 
determinación de ciertos agroquímicos en muestras 
de aguas subterráneas por cromatografía líquida aco-
plada a detector de masas de triple cuadrupolo. El mé-
todo resultó ser apto para la determinación en simul-
táneo de Ametrina, Atrazina, Atrazina desetil, Atrazina 
desisopropil, Azoxistrobina, Carbendazim, Dimetoato, 
Epoxiconazol, Flurocloridona, Imazapir, Imazamox, 
Imidacloprid, Linurón, Metsulfurón-metil, Tebuconazol 
y Triasulfurón en muestras de aguas subterráneas en 
concentraciones superiores a 0,10 µg/L. 


