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Resumen

La cuantificacion de plaguicidas es un proceso costoso y de dificil acceso para los cultivadores y entidades de salud
y vigilancia. En este trabajo se presenta la metodologia de voltametria de onda cuadrada para la cuantificacién
de paraquat (gramoxone) en papa (Solanum tuberosum). El método de voltametria de onda cuadrada fue validado
para la cuantificacion de este herbicida en papa. El estudio fue realizado usando como electrolito de soporte
solucién buffer Britton-Robinson, electrodo de trabajo de carbon vitreo, Ag/AgCl como electrodo de referencia
y platino como electrodo auxiliar. El herbicida en papa fue extraido por reparto sélido-liquido y los resultados
obtenidos fueron contrastados por espectroscopia UV-Vis,lo que permitié deducir que el método voltamétrico
genera resultados precisos y confiables. El método propuesto fue exitosamente aplicado para lacuantificacion de
paraquat en muestras de papa con resultados satisfactorios.
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Abstract

Pesticides quantification is an expensive work and it is inaccessible for farmers and health authorities and
supervisory entities. This paper describes a simple, economical and acsequible methodology for quantification
of carbofuran, methomyl and mancozeb in potatoe (Solanum tuberosum). The square wave electrochemical vol-
tammetric method to quantify Paraquat was validated. It used Britton-Robinson buffer as solution supporting
electrolyte, working electrode glassy carbon, Ag/AgCl as reference electrode and platinum as counter electrode.
Herbicidewas extracted from potato through solid-liquid partitionmethodology, the results obtained by voltamme-
try were compared with UV-Vis spectroscopy,and we can observe that voltammetric method generates accurate
and reliable results. The proposed method was successfully applied to the determination of paraquat in potato
samples with satisfactory results.

Keywords: Agricultural products, detection, electrochemistry, herbicides, paraquat.
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Introduccion

Los pesticidas son cada vez mas utilizados en
el departamento de Boyaca, Colombia, para el
control de plagas en cultivos de papa (ICA, 2011).
Esta demostrado que el uso de estos compuestos
es una de las practicas que mas ha contribuido
al incremento de la produccion agricola en las
ultimas décadas, aproximadamente en un 50%,
y junto con el empleo de fertilizantes sintéticos,
sistemas de riego y compuestos organico-sinté-
ticos, son en la actualidad indispensables para
satisfacer la creciente demanda mundial de ali-
mentos (Ministerio de la Proteccion Social, 2003);
pero su uso indiscriminado genera consecuencias
negativas para los ecosistemas, los agricultores y
los consumidores, derivadas de la alta residua-
lidad en alimentos como tomate, que junto con
la papa, espinaca y lechuga son los productos
en los cuales se acumulan mas contaminantes
(Larsbo et al., 2009).

El paraquat es un herbicida no selectivo, pose-
mergente y de contacto, que es aplicado al follaje
de las malezas y posee un amplio espectro de
control. La aplicacién periédica puedegenerar re-
sidualidad, cuya importancia toxicologica debe ser
evaluada regularmente.Este herbicida es extrema-
mente toxico para los humanos (LD, = 35 mg/kg)
y animales (LD, = 110-150 mg/kg) por todos los
medios de exposicion (El Harmoudi et al., 2013). El
Limite Maximo de Residuos (LMR) para paraquat
en raices y tubérculos se encuentra en 0.05 mg/kg
(50 pg/g) (Codex Alimentarius, 2013). La Agencia
de Proteccion Ambiental de los Estados Unidos
(EPA) y la Organizaciéon Mundial de la Salud (OMS)
han determinado que varios compuestos de este
tipo tienen riesgos de tipo mutagénico y efectos
reproductivos y de fetotoxicidad; ademas, esta
incluido en el procedimiento PIC (ICP, Convenio
de Rotterdam, 1998) que se aplica a plaguicidas
sumamente peligrosos para la salud humana. En
estudios de toxicidad aguda utilizando animales de
laboratorio, el paraquat ha mostrado ser altamente
toxico por inhalacion, teniendo una categoria toxi-
cologica de I (el mas alto de los cuatro niveles) para
los efectos de inhalacién aguda. Este compuesto
es moderadamente toxico (Categoria II) por via oral
y ligeramente toxico (Categoria III) por via cutanea
(Agencia de Proteccion Ambiental de los Estados
Unidos, 1997). El herbicida ingresa al organismo
por via cutanea, respiratoria o digestiva;su vida
media en el organismo es relativamente corta,
aproximadamente de 12 a 120 horas (Rios, 2012).
Aunque se ha demostrado que su uso es seguro,
pueden ocurrir casos de intoxicacion donde el
mecanismo se asocia con la acumulacion de es-
pecies reactivas del oxigeno (ROS) y los radicales
libres toxicos en diversos organos, especialmente
en los pulmones, dando lugar a lesiones oxidativas
(Paixao et al., 2002).

Validacion del método voltamétrico para la determinacion de
residuos de paraquat aplicado en cultivos de papa

Entre los métodos utilizados para la determi-
nacion de paraquat, la cromatografia de gases
acoplada a la espectrometria de masas (GC/MS)
ha sido considerada como método de deteccion de
referencia reportado por el Codex Alimentarius,
al igual que la espectrofotometria UV-Vis referen-
ciaday avalada por la AOAC. En la literatura se
reportandiferentes técnicas de analisis de para-
quat, entre ellas: espectrofotometria (Rai et al.,
1997), cromatografia liquida (Taguchi et al.,, 1998)
y analisis de flujo (Saad et al., 1998).Sin embargo,
es necesario buscar metodologias accesibles e
innovadoras como la voltametria que constituye
una alternativa de amplio espectro, econoémica,
versatil y amigable con el ambiente, ya que los
meétodos usados comunmente son costosos y en
pocas universidades e institutos de investigaciéon
se cuantifica este herbicida, por lo tanto,en el
pais son escasos los estudios relacionados con
dicho compuesto.

La electroquimica es una opcion para el
analisis de trazas de metales pesados,aniones,
sulfuros, nitritos, nitratosy otros compuestos or-
ganicos en aguas, alimentos, productos quimicos
y banos galvanicos a niveles de ppt, ppb y ppm.
Algunos plaguicidas, como paraquat, cuando
reciben pequenos potenciales de corriente expe-
rimentan procesos de oxidacién y/o reduccién y
generan como respuesta intensidades de corrien-
te caracteristicas, que pueden ser cuantificadas
electroquimicamente. Ruhling et al. (1998), Souza
y Machado (2005), Monk et al. (1999), Luciana et
al. (2010) evaluaron el comportamiento electro-
quimico de paraquatpor voltametria diferencial
de pulso con electrodo de mercurio,voltametria
de onda cuadrada con microelectrodos de oro,
voltametria ciclica con electrodo de mercurio y
voltametria de onda modificada.

El objetivo del presente trabajo fue valida-
rel método electroquimico usando electrodo de
carbon vitreo como elemento de trabajo parala
cuantificacion de paraquat en papa, ya que este
electrodo no produce residuos que puedan conta-
minar el ambiente ni al analista, ademas presenta
un rango de trabajo mas amplio.

Materiales y métodos

Reactivos y equipos

Los reactivos empleados fueron de grado analiti-
co: hidroxido de sodio 98%, acido borico 99.8%,
acido fosforico 85%, de Merck; paraquat 99.9%
(1,1-Dimetil-4,4’-dicloro bipiridina) de

Sigma; acido acético 99.5%, ditionito de sodio
85% de Panreac ynitrogeno gaseoso. Todas las
soluciones se prepararon con agua desionizada
(Sistema Milllipore) con conductividad 0.05 us.
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En los equipos se verificaron las condiciones
optimas de funcionamiento y calibracionnecesa-
rias para la validacion del método, dentro de los
que se encuentran: Polarégrafo BAS CV 50W
equipado con un analizador voltamperométri-
co, electrodo de trabajo de carbén vitreoBASI
MF-2070, electrodo de referencia Ag/AgCl BASI
MF-2052 y un electrodo auxiliar de platino BASI
MW-1032, balanza analitica Aventure Ohaus y
pontenciometro Sartorius Scohott CG 842. La
comparacion de resultados de voltametria de onda
cuadrada frente al método espectrofotométrico
UV-Visse realizé en un UV-Vis Génesis UV 10.

Soluciones estandar y de trabajo. Se preparo
una solucion ‘stock’ del plaguicida de 1000 mg/1
en agua desionizada. Se ‘pipetearon’ 10 ml de la
solucién stock a un balén de 100 mly se afor6con
agua desionizada ajustando su concentracién a
100 mg/1, de la cual se llevaron 10 ml a un balén
de 100 ml y se aforé con agua desionizada. La
concentracion final de esta solucién de trabajo
fue de 10 mg/1.

Electrolito de soporte (buffer Britton Ro-
binson). Enun balén de 100 ml se adicionaron
0.618 gde acido borico, 0.56 ml de acido acético
y 0.48 ml de acido orto fosférico,a continuacion
se ajustdéa pH 5 con NaOH 0.1Ny se aforécon
agua desionizada.

Parametros voltamétricos. Se optimizaron las
condiciones del analisis voltamétrico tales como
tiempo de desoxigenacion, tiempo de reposo, rango
de trabajo, sensibilidad, amplitud de onda y fre-
cuencia de onda, mediante analisis por triplicado.

Comportamiento electroquimico de paraquat.
El proceso electroquimico de paraquat es cuasi
reversible, seglin lo describen Souza et al. (2005).
El paraquat presenta dos procesos de oxidacion.
La primera senal se presenta a -663 + 50 mV,
(Ecuacién 1), proceso que es seguido por una
segunda oxidacion (Ecuacion 2) a -947 £ 50 mV;
finalmente ocurre la formacion de un dimero con
dos cargas positivas cuasi reversible (Ecuacion
3) (Souza y Machado, 2005).

Par*?+e” Par* (Ecuacién 1).
Par* +e @”O (Ecuacion 2).
Y subsecuente formacion de un dimero:

Par®+Par? *@‘2% (Ecuacién 3).

Validacion de la técnica voltameétrica

En la pre-validacion del método, ademas de com-
probar la calibracién de los equipos y del material
volumeétrico, se seleccionaron las condiciones ins-
trumentales como el potencial inicial, el potencial
final, la desoxigenacion de la muestra, el tiempo
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de quietud, la sensibilidad, la amplitud de onday
el rango de potencial. Para la validacion, se llevo
a cabo la linealidad del método (de 0.5 a 3 mg/])
y se determinaron los principales atributos del
método o de validaciéon como limite de deteccion
(DL) (Eurachem, 2005), el limite de cuantifica-
cion (QL) (Eurachem, 2005), la precision con
desviacion estandar y coeficiente de variacion,
la exactitud con porcentaje de recuperacion, el
rango util, la sensibilidad e incertidumbre. Me-
diante la evaluacion de seis lotes de soluciones
compuestas por un blanco, un estandar alto, un
estandar bajo, dos muestras naturales (papa) y
una muestra fortificada con un estandar alto y
bajo (2.7 mg/1y 500 ug/l) con adicién de herbi-
cida en las concentraciones ya relacionadas. Los
analisis fueron realizados por dos laboratoristas.

Para determinar la exactitud del método vol-
tamétrico se emplearon las muestras fortificadas
(Eurachem, 2005)para lo cual se mezclaron un
volumen conocido de la soluciéon estandar, 3 ml
de extracto de papa y 4 ml de la solucién elec-
trolitica y se ajusté a pH 5. La mezcla obtenidase
transfirié a la celda electroquimica, se programo
el equipo segan la optimizaciéon previa de los pa-
rametros y se procedi6 a la medicién. Los resul-
tados fueron contrastados con los obtenidos en
contra-muestras por el método espectrofotomé-
trico 969.09 (AOAC, 1990).

Tratamiento de muestras naturales

Se modificé la metodologia de extraccion soli-
do-liquido descrita por Qiu y Nian (2008) y Leoni
et al.(1992), quienes proponen una extraccion
particion solido liquido con acetona y dicloro-
metano como solventes, pero para optimizar el
proceso se hizo una extraccion sohxlet adicional
con diclorometano y se obtuvieron extractos del
herbicida de la muestra tratada, las cuales fueron
disueltas en agua desionizada para la medicion
voltamétrica. Como muestras representativas se
utilizaron 5 kg de papa, adquiridas en la central
de abastos del sur de la ciudad de Tunja- Boyaca.

Diseno experimental

La evaluacion se hizo en un diseno factorial 2° al
azar en muestras triplicadas. En total se realiza-
ron 64 ensayos, lo que permitio evaluar la segu-
ridad y confiabilidad del método. Las diferencias
significativas se determinaron mediante diagrama
de cajas utilizando el software estadistico SPSS
18 para Windows.

Resultados y discusion

Respuesta senal del equipo



Se realiz6 un barrido exploratorio por la técnica
de voltametria ciclica VC (Figurala) y voltametria
de onda cuadrada OSWV (Figura 1b) y se eligio
esta Gltima para el proceso de validacion debido
a su mayor sensibilidad, lo cual es una ventaja
para la cuantificacién de cantidades muy peque-
nas (Figura 1b). En elensayo no se present6 sefial
del blanco que pudiera interferir con el analisis
quimico.

Se analiz6 un estandar para conocer su poten-
cial de electroactividad por VC, la cual permite
identificar de forma precisa el potencial de redox
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Figura 1. Barrido de exploracién con: (a) vol-tametria ciclica, (b) voltametria
de onda cuadrada.

de una especie electroquimica, ademas, ofrece
informacién acerca de la especie evaluada, si la
reaccion que se lleva es reversible o no. Segui-
damente se optimizaron los parametros de la
técnica de voltametria de onda cuadrada (OSWV)
en un rango de trabajo evaluado de -300 mV a
-1600 mV obteniendo un rango 6ptimo de-500mV
a -1100mV, una sensibilidad estudiada de 100
uA/V a 100 nA/V optimizado en 1 uA/V, tiempo
de quietud de 2-20 seg, con un valor 6ptimo de
S seg, amplitud de onda evaluada de 15 mV a 50
mV, con un valor éptimo de 25mV, frecuencia de
onda de 15 Hz a 16 Hz, establecida en 15 Hz y
tiempo de desoxigenacion de 1-10 min, optimi-
zado en 5 min.

Validacion del método voltamétrico para la determinacion de
residuos de paraquat aplicado en cultivos de papa

En paraquat el potencial se determiné por
el método anddico y presenté dos potenciales
de oxidacion: -663 y -947mV (Figura 2a). La
segunda senal presenté mejores parametros es-
tadisticos, por tanto, con base enella se llevo a
cabo la validacién y cuantificaciéon del herbicida
en la matriz de estudio. Ruhling et al. (1998)
estudiaron la presencia de tres plaguicidas,
entre ellos paraquat, empleando la técnica vol-
tametria diferencial de pulso (DPV) y electrodo
de gota de mercurio y hallaron un potencial de
oxidacién - 600 y -1400 mV; Souza y Machado
(2005) emplearon microelectrodos de oro por la
técnica de analisis OSWV para cuantificar este
herbicida y hallaron potenciales de oxidacion de
- 640 y - 940 mV; Monk et al. (1999) estudiaron
el comportamiento electroquimico de paraquat
en medio acuoso usando voltametria ciclica y
detectaron dos picos, el primero en -700 mV y el
segundo, en -1200 mV, frente a electrodo gota de
mercurio (SCE). El primer pico es generado por la
formacion del cation radical y el segundo por la
formacién de la especie neutral; de acuerdo con
estos autores, este proceso es seguido por una
dimerizacién quimica.

Seleccion de la curva de calibracion

Las soluciones estandar de paraquat fueron de
0.5, 0.8, 1.0, 1.5, 2.0, 2.5y 3 mg/1, que se utili-
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Figura 2. Voltagrama de Paraquat por OVWS (a) y curva de calibracién (b).

zaron para graficar la respuesta generada por el
equipo, intensidad (Amperios) vs concentracion
(mg/1), lo cual permiti6 establecer el rango lineal
del método y la construccién de la curva de ca-
libracion que presento6 un coeficiente de correla-
cion de 0.993 (Figura 2b).
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Extraccion sélido-liquido de paraquat

La metodologia de extraccion soélido-liquido des-
crita por Qiu y Nian (2008) y Leoni et al.(1992) se
hace en base huimeda y requiere gran cantidad
de diclorometano y acetona. El método plan-
teado y modificado en este estudio se realizo en
base seca y en sistema Soxhlet, lo que permite
ahorrar hasta 60% en el uso de solventes con
una eficiencia de extraccion de 93%, 16% mas
que el método de referencia. Otras metodologias
de extraccion de paraquat en papa utilizado por
Garcia et al. (2014) obtienen una eficiencia de
extraccion menor que 90%.

Validacion del método OSWV

Los atributos del método voltamétrico validado
fueron los siguientes: limite de deteccion S0ug/g,
limite de cuantificacion 150ug/g, sensibilidad
1,69E-091/ug por gramo, recuperacion adicio-
nado alto 81.28%, recuperacién adicionado bajo
90.16%, precision 86.63%, exactitud 96.90%, in-
certidumbre + 0.06 ug/gy nivel de confianza 95%.
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Figura 3. Andlisis de dispersion de los tratamientos realizados por dos
analistas.

Se determiné que las respuestas delos estan-
dares y las muestras naturales mas estandar en
los seis ensayos realizados por ambos analistas
en el proceso de validacion no presentaron varia-
ciones significativas, lo que evidencia la robustez
del método empleado (Figura 3).

Las medidas del estandar-2 y muestra-1 mas
estandar presentaron mayor dispersion debido,
posiblemente, a que estas concentraciones son
mayores que el estandar-1 y muestra-1 mas
adicionado, sin embargo, no se presentaron di-
ferencias significativas (P > 0.05).(Tabla 1).

Para evaluar si el método de validacion se
encontraba o no en un estado de control esta-
distico, es decir si s6lo estaban actuando causas
comunes o aleatorias, inherentes al método y se
trataba de un proceso estable y predecible, se
elaboraron las cartas de control. Cuando existen
causas especiales el proceso esta fuera de con-
trol estadistico, las graficas de control detectan
la existencia de estas causas en el momento en
que ocurren, lo cual permite que se puedan to-
mar acciones inmediatas (Feingenbaum, 1994).
Cuando se compararon los valores de las medias
de concentracion obtenidas porambos analistas
en 10 mediciones de un estandar alto deparaquat,
las concentraciones obtenidas se encontraron
dentro de los limites de control, lo que permite
deducir que el proceso y las variables aleatorias
de validacion eran controlables.

Resultados por voltametria de onda
cuadradavs. el método espectrofotométrico
UV-Vis

Una vez validado para cuantificacion de paraquat,
el método voltamétrico se aplicé a extractos de
papay se verificé la confiabilidad de las medicio-
nes voltamétricas en cinco muestras fortificadas
de papa (con 500 ug/l) yestandares deparaquat
(0.5, 1, 2 y 3 mg/l). Los resultados fueron com-
parados con los obtenidos por el método #969.09
que usa espectrofotometria UV-Vis y esta avalado
y normalizado por la AOAC (AOAC,1990).

Las concentraciones determinadas de paraquat
en las muestras y estandares por OSWV fueron
superiores a las encontradas con el método de
referencia. La diferencia se evalu6 por medio
de un analisis de varianza de un factor, donde

Tabla 1. Andlisis de varianza para contenido de Paraquaten papa de dos factores con una sola muestra por grupo: muestra-1 + adicionado-1 (M1A1).

Promedio de los

Variaciones S.C. G.delL. cuadrados F’ calculado Probabilidad Valor critico para ‘F’
Réplicas 0.270589548 5 0.05411791 0.490402584 0.773566688 5.050329058
Analistas 0.01766566 1 0.01766566 0.160081672 0.705602606 6.607890974
Error 0.551770232 5 0.110354046 — — —
Total 0.84002544 11 — 0.650484256 1.479169294 11.65822003
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Tabla 2. Andlisis de varianza para contenido de Paraquat en papa de dos factores con una sola muestra por grupo: muestra-2 + adicionado-2 (M2A2).

Promedio de los

Variaciones S.C. G.delL. cuadrados ‘F'calculado Probabilidad Valor critico para ‘F’
Réplicas 0.49327693 5 0.098655386 1.974969411 0.23651398 5.050329058
Anélisis 0.13672884 1 0.136728842 2.737157013 0.158944354 6.607890974

Error 0.24976434 5 0.049952868 — — —
Total 0.87977011 1" — 4.712126423 0.395458334 11.65822003

se tuvo como referencia la concentraciéon de los
estandares. No se present6 diferencia (P > 0.05)
en la concentracion de los estandares de para-
quat por ambas técnicas de analisis. El valor ‘F’
calculado (estandar 1: 2.829, estandar 2: 0.193;
muestra 1 + estandar 1: 0.167; muestra 2 + es-
tandar 2: 0.639) es inferior al valor ‘F’ critico de
aceptacion (estandar 1: 4.14; estandar 2: 4.15;
muestra 1 + estandar 1: 4.18; muestra 2 + es-
tandar 2: 4.14). El analisis fue realizado con un
nivel de confiabilidad del 95%, correspondiente
al método voltamétrico. (Tabla 2).

Conclusiones

Las condiciones instrumentales y los principales
parametros de validacion del método voltamétrico
de onda cuadrada para determinacion cuantitati-
va de paraquat en papa establecidos permitieron
obtener resultados validos y confiables con un
nivel de confianza de 95%.

La metodologia desarrollada constituye una
alternativa econémica y amigable con el entorno
natural para la determinacion de paraquat en
papa, obteniendo resultados exactos y precisos.
Estemétodo electroquimico puede ser aplicado en
analisis de este herbicida en otros productos de
origen agricola, realizando tratamientos previos
a las muestras.
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