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Implementacién y validacién

de una metodologia analitica para
la determinacion de etilentiourea
en orina y parches de extraccion
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Resumen

Los etilén-bis-ditiocarbamatos (EBDC) estdn entre los plaguicidas mas usados actual-
mente en Colombia; su principal producto de degradacién es la etilentiourea (ETU).
Este trabajo presenta los resultados de la implementacién y validacién de una metodolo-
gia para cuantificar ETU en orina y parches de extraccién basada en cromatografia liqui-
da de alta eficiencia y deteccién ultravioleta. Para los parches el limite de deteccién fue
de 0.015 pg/mL, para las muestras de orina de 0.150 pig/mL. Los porcentajes de recu-
peracién fueron 81.59% para los parches y 50.53% para la orina. Se sugieren algunas
modificaciones para poder cuantificar ETU en poblaciones expuestas a EBDC.
Palabras clave: Plaguicidas — Etilen-bis-ditiocarbamatos (EBDC) — Etilentiourea
(ETU) — Cromatografia liquida de alta eficiencia (HPLC) — Estudios de validacién.

Summary
Implementing and validating an analytical method
for ethylenethiourea determination in urine
and extraction patches

In Colombia Ethylene-Bis-Dithiocarbamates (EBDC) are among the most used pestici-
des. Ethylene-Thiourea (ETU) is EBDC main degradation product. Therefore, human
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exposure to EBDC can be established by determining ETU levels. In this work we trans-
fer and validate a method to quantify ETU in urine and Dermal Extraction Patches by
means of High Performance Liquid Chromatography using a UV detector. Minimal Li-
mit of Detection (MLD) for Urine and Dermal Patches were 0.150 and 0.015 plg/ mL
respectively. Percentages of recovery were 81.59% (Urine) and 50.53% (Dermal Pat-
ches). Some modifications to the method in order to measure ETU in exposed popula-

tions are suggested.

Key words: Pesticides — Ethylenebis-dithiocarbamates (EBDC) — Ethylenethiourea
(ETU) — High performance liquid chromatography (HPLC) — Validation studies.

Introduccion

El consumo de etilen-bis-ditiocarbamatos
(EBDC) ha aumentado con el paso del tiempo
(1), llegando a ser actualmente uno de los tipos
de plaguicidas mas utilizados en Colombia (2).
Su cuantificacién directa, o bien la cuantifica-
cién de sus metabolitos es un elemento clave en
la vigilancia de la poblacién expuesta, tanto a ni-
vel ocupacional como general. Los EBDC se
emplean en diversos tipos de cultivos donde los
hongos constituyen una plaga importante.
Entre los més utilizados se encuentran el man-
cozeb, maneb, nabam, zineb y propineb.

La principal ruta de absorcién de los
EBDC a partir de la exposicién ocupacional es
la piel, seguida de la via inhalatoria (3). Su prin-
cipal metabolito es la etilentiourea (ETU), la
cual se excreta en més del 90% por via urinaria
(4, 5). Aunque no se conoce con certeza su po-
tencial téxico para la salud humana, algunos ha-
llazgos sugieren como efecto una disminucién
de la funcién tiroidea (6). Entre los individuos
expuestos son frecuentes las reacciones alérgi-
cas en piel; la exposicién a plaguicidas EBDC
también ha sido asociada a vitiligo (7).

Aunque el monitoreo de las concentracio-
nes de ETU no permite cuantificar de manera
directa la exposiciéon a EBDC, la deteccién de
sus metabolitos si constituye un indicio de la
presencia de estos plaguicidas. Ante la
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necesidad de vigilar la exposicién a EBDC en
poblaciones ocupacionalmente expuestas, el
objetivo del presente trabajo fue adaptar, im-
plementar y validar una metodologfa analitica
para la determinacién de ETU en orina y par-
ches de extraccién

La metodologfa seleccionada fue la descrita
por Kurttio y colaboradores (8), debido a que
en diversas experiencias (9, 10) se ha reportado
su uso exitoso, siendo mejor que otras técnicas
basadas en cromatograffa liquida con deteccién
polarogrifica o electroquimica (8, 11, 12).

Metodologia
Equipos

Balanza analitica (Sartorius BP 210), plancha
de calentamiento y agitacién (Cimarec 3), ro-
taevaporador (Buchi), potenciémetro CG
840B (Schott), equipo de ultrasonido (Trans-
sonic T460/H, Gepriifte, Sicherheit), equipo
de agitacién mecinica C,s (New Brunswick
Scientific), cromatégrafo para cromatografia
liquida de alta eficiencia (Waters) con detector
Waters 996 UV con arreglo de diodos y PDA,
bomba Waters 600, columna Nova-pak CI18

(60°A, 4 um, 3.9x300 mm) y filtro 0.22 pim
(Millipore).
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Patrones y reactivos

N,N-etilentiourea (Fluka HPLC), 6xido de alu-
minio 90 Aktiv neutral (aktiver I nach Brock-
mann) de Merck, acetato de amonio (JT Baker
HPLC), silicagel 60 silinized (0.063 — 0.200
mm) de Merck, metanol Omnisolv (Merck
HPLC), diclorometano Omnisolv (Merck
HPLC), acetona (Merck), 4cido nitrico 65%
(Merck), agua MilliQ, y n-heptano RA (Merck).

Procedimientos preliminares

Las muestras analizadas provenian de un grupo
de nueve mujeres que laboraban en las seccio-
nes, administrativa, de cultivo y de postcosecha
de tres empresas floricultoras que hacfan uso de
plaguicidas EBDC. Cada una de ellas llevé 12
parches de papel de filtro sobre su ropa (par-
ches de extraccién) durante una jornada labo-
ral. Las muestras de orina fueron recolectadas a
partir de miccién Gnica durante 5 dfas alterna-
dos a lo largo de dos semanas.

Para extraer la ETU de los parches se hizo
un lavado con agua, llevando a ultrasonido sin
calentamiento, posteriormente se sometié a
una agitacién mecénica, y por dltimo se filtra
por membrana de 0.22 pm. El producto de este
filtrado es cuantificado por el equipo.

Para la extraccién de ETU en orina fue ne-
cesario realizar un tratamiento previo de lim-
pieza con el fin de eliminar los posibles
interferentes. Inicialmente la muestra se lleva a
sequedad mediante rotaevaporacién, el residuo
es reconstituido con 2 mL de metanol y se lleva
a sequedad, este residuo se hace pasar por la co-
lumna de extraccién fabricada previamente asi:
se toma una jeringa de 25 mL y se adiciona un
tap6n de lana de vidrio, se rellena de silica gel y
aliimina, luego se activa con una solucién de pH
3.0. Se eluye con tres porciones de 5 mL de una
solucién de metanol en diclorometano. El elua-
to se evapora en campana y el residuo es
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reconstituido en 1 mL de agua milli Q, se filtra

por membrana de 0.22 pm y se cuantifica. La
descripcién detallada de estos procedimientos
se encuentra en el trabajo de grado que da ori-
gen a este articulo (13).

Las condiciones cromatogréficas del méto-
do para el andlisis de ETU en orina y parches de
extraccién se encuentran resumidas en la Tabla
1. La idoneidad del sistema se evalué mediante
la determinacién de los pardmetros: factor de
capacidad, resolucién, factor de separacién,
factor de asimetrfa y nimero de platos teéricos
en tres cromatogramas con concentraciones de

0.200 pug/mlL.

Tabla 1. Condiciones cromatograficas para el anélisis de
etilentiourea (ETU) en parches dérmicos y en orina.

\
Metodologia | Metodologia

0.05M ] 0.05M
metanol 90 - 10%} metanol 90 - 10%

Parametros
del instrumento analitica bioanalitica |
|
Rango de A (nm) | 220 - 300 220 - 300
Temperatura LOCM 50 50
Volumen de 5 |
inyeccién (uL) ! 20 4 20 |
Columna | Cy4 3.9 x 300 C,s DOS 4.6 x
J‘ mm, 4 4m 250 mm, 5 um
|
Fase mdvil ‘ acetato de amonio; acetato de amonio
l
|
l

Rango de presién
| (psi) |
Flujo (mL/min) ! 0.7

!
0-4000 | 0-4000
T
|
i

Validacién de la metodologia
analitica (parches de extraccion)

La determinacién de la especificidad se llevé a
cabo realizando determinaciones con seis solu-
ciones blanco, provenientes del lavado de par-
ches de extraccién, y con soluciones con
acetaminofén, ibuprofeno y cafeina.

La linealidad se determiné mediante la
preparacién de una curva de calibracién con
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cinco niveles de concentracién de ETU (0.050,
0.100, 0.150, 0.200 y 0.250 plg/mL) y tres ré-
plicas, tanto para el sistema como para el méto-
do; y se evalué usando las pruebas de intercepto
y pendiente, y anilisis de varianza. El rango li-
neal fue definido de acuerdo al nivel més bajo
de concentracién que pudo ser cuantificado por
el instrumento y se tomaron cuatro niveles
superiores.

La determinacién de la cantidad minima
detectable se realiz6 por el método visual, pre-
parando soluciones diluidas del estindar con
concentraciones entre 0.01 y 0.04 pig/mL hasta
encontrar una cuya respuesta fuera igual a tres
veces la sefial ruido.

La determinacién de la cantidad minima
cuantificable se realizé preparando soluciones
del estindar hasta encontrar un nivel de con-
centracién que fuera cuantificable por el instru-
mento, cumpliendo con los requerimientos de
exactitud y de precisién.

La precisién se evalu6 en términos de re-
petibilidad y precisién intermedia. Para la repe-
tibilidad se escogieron tres niveles de
concentracién dentro del rango lineal (0.050,
0.150y 0.250 pg/mL), haciendo seis determi-
naciones por nivel en un solo dfa, partiendo de
una unica solucién homogénea del estindar.
Para el estudio de precisién intermedia se usa-
ron tres niveles de concentracién (0.050, 0.100
y 0.200 pg/mL) con seis determinaciones por
nivel, las cuales se llevaron a cabo por dos ana-
listas en un periodo de tres dfas consecutivos.

La exactitud fue determinada mediante la
comparacién de la pendiente del método con la
del sistema; los resultados se expresaron en
porcentajes de recuperacién.

La estabilidad de la ETU en agua se estudi6
con una solucién de 0.150 pg/mL a temperatu-
ra ambiente (= 20°C), de refrigeracién, y a
—70°C, medida durante cuatro semanas.
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Validacién de la metodologia
bioanalitica (muestras de orina)

La especificidad para la metodologia bioa-
nalitica fue desarrollada siguiendo el mismo
procedimiento empleado en la metodologia
para la determinacién de ETU en parches.

La linealidad fue determinada mediante la
preparacién de la curva de calibracién con cin-
co niveles de concentracién (0.200, 0.250,

0.300, 0.350 y 0.400 pg/mlL) y tres réplicas,
tanto para el sistema como para el método. Para
su evaluacién se utilizaron las pruebas de pen-
diente e intercepto, y andlisis de varianza. Para
el rango de determinacién lineal se escogié el
nivel més bajo de concentracién cuantificado
por el instrumento y cuatro niveles de concen-
tracién superiores.

La determinacién de la cantidad minima
detectable se realizé por el método visual pre-
parando soluciones del estindar con concentra-

ciones entre 0.050-0.150 [lg/mL hasta encon-
trar una cuya respuesta fuera igual al triple de la
sefial ruido.

La cantidad minima cuantificable se deter-
miné como la correspondiente al primer punto
de la curva de calibracién.

La precisién fue evaluada mediante la re-
petibilidad y la precisién intermedia. Para la
primera se escogieron tres niveles de concen-
tracién (0.200, 0.250 y 0.350 pg/mL) dentro
del rango lineal, haciendo seis determinaciones
por nivel en un mismo dfa, partiendo de una
Gnica solucién homogénea del estindar. Para la
precisién intermedia se usaron tres niveles de
concentracién (0.200, 0.300 y 0.400 pg/mL)
con seis determinaciones por nivel, las cuales se
llevaron a cabo por dos analistas en un periodo
de tres dfas consecutivos.

La evaluacién de la exactitud se realizé me-
diante la comparacién de la pendiente obtenida
en la curva de calibracién del método con la
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curva de calibracién del sistema. Los resultados
fueron expresados como porcentajes de
recuperacién.

La estabilidad de la ETU en orina fue eva-
luada empleando dos niveles de concentracién,
a temperatura ambiente, de refrigeracién y en
tres ciclos de congelamiento-descongelamiento

a—70°Cy-20°C.

Resultados y discusion

Metodologia analitica

El anélisis de la especificidad mostré que ni las
matrices empleadas ni los farmacos utilizados
son interferentes con el tiempo de retencién
del analito. La ecuacién de la recta, resultado de
la evaluacién de la linealidad, fue y = 356.5 +
199707.333x (r = 0.9943), mostrando una
buena correlacién. En la Tabla 2 se resumen los
principales resultados sobre la validacién del
método. Respecto a la repetibilidad y la preci-
sién intermedia para los parches de extraccién
se observé que las mayores variaciones ocurren
en las concentraciones mds bajas.

El andlisis de estabilidad de ETU en agua, y
por tanto en las muestras de parches de extrac-
cién, mostré degradacién a temperatura am-
biente (= 20°C); sin embargo cuando las
muestras fueron almacenadas a —70°C no se
observé un cambio significativo en la con-
centracion.

Metodologia bioanalitica

Aunque fue necesario procesar las muestras de
orina para eliminar componentes endégenos, el
andlisis de selectividad mostr6 que la matriz
limpia no presenta interferencias con el tiempo
de retencién del analito. La ecuacién de la rec-
ta, resultado de la evaluacién de la linealidad,

fue y = 15.3333 + 117383.3333x (r =
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0.9794), mostrando una buena correlacién. En
la Tabla 2 se resumen los principales resultados
sobre la validacién del método. Siguiendo lo
observado con los parches de extraccién, la re-
petibilidad y la precisién intermedia para las
muestras de orina presentaron mayor variaciéon
en las concentraciones mds bajas. Esto sugiere
una baja sensibilidad del detector a pequefias
concentraciones del analito.

Durante las dos semanas de andlisis de las
muestras de orina se observé asimetrias, picos
solapados e impurezas, sugiriendo que la ETU
se degrada a temperatura ambiente y de refrige-
racién; la mejor alternativa de almacenamiento
en este caso también es la congelacién.

Tabla 2. Resultados de la validacién de la metodologfa
analitica para cuantificacién de etilentiourea en parches
dérmicos y orina.

Parametro Parches | Orina
] . ~_dérmicos

Rango lineal (ug/mL) 0.050-0.250 0.200-0.450
Cantidad minima de- 0.015 0.150
tectable (ug/mL) o
Cantidad minima cuan- 0.050 0.200
tificable (ug/mL) -
PrecisiénRepetibilidad 0.52-0.85% 1.05-2.77%
(CV)*Precisién Inter- 0.61-4.05% 1.02-2.91%
media (CV)*
Porcentaje de 81.59% 50.52%
recuperacion

* CV: Coeficiente de variacién.

Discusién y recomendaciones

Debido a sus caracteristicas de sensibilidad, el
detector UV con arreglo de diodos no resulté el
mds adecuado para la’ cuantificacién de ETU.
Como posibles alternativas para obtener una
mayor sensibilidad, especialmente si se trabaja
con trazas, es conveniente la preparacién de un
derivado fluorescente y la cromatograffa de alta
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eficiencia asociada a la espectrofotometria de
masas (14).

Se sugiere que para futuras experiencias se
realice un muestreo preliminar para determinar
las concentraciones de ETU aproximadas en la
poblacién objeto; de esta manera el rango lineal
podra definirse como el valor comprendido en-
tre dos niveles de concentracién por debajo y
dos superiores del promedio observado. En
este trabajo se recurrié a los valores reportados
en la literatura, donde la cantidad minima de
ETU cuantificada es de 0.2 pg/L (8); sin em-
bargo esta cantidad no fue detectada, razén por
la cual el rango lineal fue escogido de acuerdo a
la minima cantidad cuantificada que cumpliera
con los criterios de precisién y exactitud.

Tomando en cuenta los resultados de esta-
bilidad se hace necesario que las muestras sean
analizadas tan pronto se efecttie la recoleccién o
se almacenen a temperaturas de congelamiento
(entre —20°C y —70°C) para evitar la degrada-
cién de la ETU (15).

En cuanto a la validacién de la metodologia
bioanalitica, la principal dificultad fue la limpie-
za de la matriz orina, debido a que la ETU es es-
tructuralmente similar a componentes endége-
nos de la orina como la urea, la n-metil-nicoti-
namida y otros compuestos nitrogenados que
absorben a longitudes de onda cercanas a 230.1
nm, longitud de onda de absorcién de la ETU.
Fue posible superar este obsticulo a través de
una serie de ensayos en los cuales se modifica-
ron las condiciones iniciales variando la polari-
dad de la fase de elucién y el pH de la fase
estacionaria.

Este trabajo permite concluir que la me-
todologfa analitica utilizada es mds selectiva,
sensible y espec3ifica para la cuantificacién de
ETU en parches que para la orina. Debido a la
baja sensibilidad del método, los procedi-
mientos descritos solo podrfan ser usados para
poblaciones con muy alta exposicién; para
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poblaciones con exposiciones menores seran
requeridas otras técnicas.
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