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INTRODUCCION

Resumen: Se implementd, por primera vez en la Universidad
de Panam4, una metodologfa para la extraccién de residuos
de plaguicidas en suelos a través de la extraccion asistida
por sonicacién en columnas pequefias (SAESC), metodologia
novedosa, rapida y verde, ya que en su aplicacién se reduce el
tiempo de andlisis contra técnicas cldsicas de hasta un 92 % y
el consumo de solventes en un 98 %. Se evalué la técnica de
extracciéon multiresiduo con la técnica cldsica de cromatografia
de gases para confirmar la eficiencia de la extraccidn. Se
demuestra que la técnica es capaz de extraer cuantitativamente
analitos en la modalidad multiresiduos.

Se ha realizado una caracterizacién preliminar del Diazinon a
través de la técnica de Voltametria Ciclica y se obtienen los
primeros andlisis de Diaconan en suelos panamenos mediante
técnicas electroanaliticas. El método desarrollado es capaz de
detectar 0,2 mg/L y de cuantificar Diazinon en cantidades de
hasta 0,3 mg/L.

clave:  Potenciometria,  Diazinon,  suelo,

Palabras

electroquimica, multiresiduo.

Abstract: For the first time at the University of Panama, a
methodology was implemented for the extraction of pesticide
residues in soils through extraction assisted by sonication in
small columns (SAESC), a novel, fast and green methodology,
since in its application Analysis time is reduced compared to
classical techniques by up to 92% and solvent consumption
by 98%. The multi-residue extraction technique was evaluated
with the classical gas chromatography technique to confirm the
extraction efficiency. It is shown that the technique is capable of
quantitatively extracting analytes in the multiresidue mode.

Keywords: Potentiometry, Diazinon, soil, multiresidue,

electrochemistry.

El Diazinon es un insecticida organofosforado inhibidor de la enzima Acetilcolinesterasa (AChE). Es muy

soluble en compuestos poco polares. Se descompone ficilmente si se encuentra expuesto a laluz, sin embargo,
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en suelos puede estar bioldgicamente disponible hasta por seis meses y hasta 184 dias en aguas subterraneas;
es relativamente téxico y una vez en el organismo es oxidado rdpidamente a Diazoxén, cuya capacidad
de inhibicién de AChE es mucho mayor y en donde puede permanecer hasta 12 horas, lo que podria
desencadenar efectos toxicos agudos por exposiciones elevadas en un corto tiempo, o efectos crénicos por
exposicion prolongada en el tiempo (Eisler, 2000)

En Panama este plaguicida es aplicado comtinmente en las plantaciones de Pifa para contrarrestar la
cochinilla harinosa (Dysmicoccus breyipes) y el Talador de la fruta (Tecla echion).

Se han utilizado diversas técnicas analiticas para el analisis de plaguicidas, entre los cuales se encuentran
la fluorometria, electroforesis capilar, espectrofotometria, espectroscopia de masas y principalmente
cromatografia liquida o de gases. Estas técnicas son muy eficientes, pero se limitan a un gran espacio de
laboratorio, consumen mucho tiempo y tienen elevados costos. Durante muchos anos se ha implementado
dispositivos para medir plaguicidas por técnicas electroquimicas y actualmente han ganado interés por su
sensibilidad y economia

(Lazarevi¢-Pasti et al., 2013) y la posibilidad de simplificar la metodologia analitica o reduciendo el proceso
de limpieza (“clean-up”), lo que conduce a métodos mds rdpidos. Asi mismo requieren una instrumentacion
mis sencilla y por consiguiente un menor costo.

La matriz suelo es compleja, requiere de ciertas facilidades y tiene muchas limitantes como lo es una
extraccién cuantitativa del plaguicida en la matriz, la rdpida degradacién que sufren estas sustancias una vez
extraidas, la reproducibilidad y la sensibilidad de la metodologfa utilizada (Moreno Fri et al., 2001)

Por ello el desarrollo de nuevas metodologias juega un papel muy importante para la deteccién de bajos
niveles de concentraciones de residuos de contaminantes, las técnicas electroanaliticas representan una
alternativa barata, sencilla y rapida para el analisis de plaguicidas, asegurando que el uso de estos quimicos
que protegen a los cultivos no produzca daios al ambiente ni a la poblacién.

El objetivo de esta investigacion es desarrollar una metodologia electroquimica con un potenciostato
portatil de bajo costo que hace uso de electrodos serigrafiados, que posee un sistema de tres electrodos
insertos dentro de una superficie que puede ser de PVC, policarbonato, cerdmica o incluso papel. Los
electrodos serigrafiados han aportado grandemente en el desarrollo de metodologias analiticas ya que han
permitido la miniaturizaciéon de los sistemas de andlisis, abaratando costos y haciendo mds practicas las
técnicas electroanaliticas (Lourengo AS et al., 2014). Se implementard una técnica de extraccién de diazinon
en suelo novedosa desarrollada por el Departamento de Medio Ambiente, INIA en Madrid, Espana, el cual
reduce el tiempo de extraccién tradicional de aproximadamente 4 horas a sélo minutos. Y se compararén los
resultados con la técnica tradicional de cromatografia de gases acoplada a un detector de nitrégeno y fésforo.

MATERIALES Y METODOS
Reactivos y disolventes

Todos los reactivos utilizados son de elevada pureza para el estudio de trazas. De la casa Sigma Aldrich se
obtuvo el estdndar de referencia de

Diazinon y los otros plaguicidas analizados por cromatografia fueron preparados a partir de estandares de
la casa Dr. Ehrenstorfer. Acetato de Etilo grado cromatografico; las sales para los buffers y el sulfato de sodio
anhidro de la casa J.T. Baker. Se prepararon soluciones madres de los estdndares de plaguicidas y a partir de
estas se prepararon disoluciones de trabajo de 50 mg/L.
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Equipos

Se requirié cristaleria variada, bano ultrasénico, balanzas, cartuchos de polipropileno de 20 mL , papel filtro
Whatman #1, manifold, vortex. Para el andlisis cromatografico se utilizé6 un Cromatégrafo de gases con
detector de Nitrégeno y Fésforo marca Agilent 6890. Los estudios electroquimicos se llevaron a cabo en el
910 Pstat-mini marca Metrohm con electrodos serigrafiados de Oro y de Carbono.

Muestreo

Las muestras fueron tomadas en la Finca Verba Odrec S.A. ubicada en el Espino de la Chorrera (figura 1)
finca de propiedad privada que colabora en los proyectos de investigacion de plaguicidas del MIDA.

El tipo de muestreo que se utilizd fue aleatorio estratificado, la divisién del terreno se realizé en base a
los horizontes del suelo (Figura 2: loma, media loma y bajo). Esto garantiza que los puntos de muestreo
se encuentren repartidos mas uniformemente en toda la zona, en funcién al tamano del estrato y permite
ademds conocer de forma independiente las caracteristicas particulares de cada estrato (Mason, 1992).

FIGURA 1.
Ubicacién geogréfica del Espino de la Chorrera, finca Verba Odrec

: -ﬂlulnruulululuut

@ Submuestras para el hosizonte A
Las submuestras para bos harizontes By C se distribuyen de 13 misma
farma

FIGURA 1
Distribucién de submuestras en el terreno de muestreo

La toma de muestra se realizé a 20 cm de profundidad, que refleja la deposicién de contaminantes
transportados por aire o depositados recientemente, y se llevé de acuerdo con el protocolo de muestreo de

la EPA 8041A.
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Tratamiento de la muestra

Seimplementé la técnica de extraccién en pequefias columnas asistida por ultrasonido (SAESC, por sus siglas
en inglés) descrita brevemente a continuacion: se toma 5 g de suelo previamente tamizado y se coloca en
un cartucho de polipropileno de 20 mL que contiene 2 g de Na2SO4 anhidro, separados por papel filtro
Whatman #1. Se ajusta una llave de teflén al cartucho para controlar el paso de solvente. Se anade 5 mL de
acetato de Etilo y se lleva a bao ultrasénico por 15 min a temperatura controlada (no mayor a 30°C). El
extracto se pasa por un manifold que permite colectarlo en un tubo cénico graduado que luego se lleva a casi
sequedad y se aforaa 2 mL con Acetato de Etilo. Este extracto est listo para ser analizado por cromatografia
o por técnicas electroquimicas.

Estudio electroquimico

Se utilizé la técnica de voltametria ciclica para identificar el comportamiento electroquimico del plaguicida
Diazinonyla

voltametria de pulso diferencial (DPV) para su identificacién en las muestras, cada lectura se realizé en
presencia de buffer BR 0,1 M pH = 6 en una celda de 50 mL, las curvas de calibracién de cuatro puntos
se realizaron por el método de adicién de estdndar y corresponden a las siguientes concentraciones: Cl1=
0,35 mg/L; C2= 0,45 mg/L; C3=0,55 mg/L; C4=0,65 mg/L; respectivamente. Se evaluaron pardmetros
estadisticos sobre la curva de calibracién en matriz para establecer limite de deteccién al 90% (LD 90 %),
limite de cuantificacién al 90 % (LQ (90 %), y el coeficiente de variacién del método CV de acuerdo con los
parametros de la Eurachem.

Estudio Cromatogrdfico

Paralelamente a las determinaciones de Diazinon por el método electroquimico, se realizaron las
determinaciones por la técnica GC- NPD, con el objetivo de evaluar la metodologia electroanalitica y
establecer un andlisis multiresiduo con esta técnica analitica. Se realizaron curvas de calibracién por el método
de patrén interno en un rango de concentracién de 0,1 a 2,0 mg/L.

RESULTADOS
Estudio Electroquimico

Para establecer los puntos de oxidacién y/o reduccidn de la molécula de Diazinon se realizaron ensayos por
Voltametria Ciclicay se evaluaron las respuestas de los electrodos de oro y de carbono, resultando el electrodo
con mayor intensidad de corriente promedio en las diferentes velocidades estudiadas el electrodo de oro
(Grifico 1). El electrodo de carbono no presenta lecturas estables al repetir las corridas y se observa que la
sefial va decayendo, aunque se aumente la concentracién del Diazinon. (Gréfico 2).
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FIGURA 4.

Intensidad de senal para Diazinon en los electrodos estudiados.

La descripcidn y cuantificacidn del analito se realizé mediante voltametria ciclica con un electrodo de Oro,

en buffer Britton Robinson pH=6 de acuerdo con los pardmetros senialados en el cuadro 1.

Condiciones para voltametria ciclica del Diazinon sobre el electrodo de oro.

CUADRO 1.

Ideasurment:
E begin (w): 0.0 srate:0.1
Ewtxl (w) 1.5 M scan (5):

1.0

E vt (w) -1.5
E step: {v): 0.01 T puls (ms):
10.0
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EnlaFigura 5 se muestra el voltamograma ciclico para la respuesta de Diazinon en un electrodo de oro. En
el mismo se observa una respuesta no reversible del sistema en estudio (no se observa un pico de reducciéon
del analito) durante el barrido realizado. A su vez se realizaron voltametrias ciclicas consecutivas para evaluar
la existencia de procesos de adsorcion en la superficie del electrodo de oro en ausencia/presencia del analito.
Para obtener el voltamograma ciclico se midi6 la corriente que pasa por el electro de oro en buffer Britton
Robinson pH=6 que sirve como electrolito de soporte.

Corriente [uA)
|

Potencial (V)

FIGURA 5.
Voltamograma ciclico para Diazinon en electrodo de oro.

Rojo: senal observada para Diazinon. Azul: senal de fondo.

En las voltametrias ciclicas realizadas para la identificacién de Diazinon se observa un pico definido a -0,4
V en el barrido de oxidacién por lo que se establece el mismo como el punto de identificacion del compuesto
Diazinon bajo las condiciones de solvente y pH utilizadas.

Para la cuantificacién de Diazinon se realizaron varios ensayos mediante la técnica de voltametria de pulso
diferencial de acuerdo con las condiciones establecidas en el cuadro 2 y en la figura 4 se puede observar la
senal obtenida para la curva de calibracién con cuatro adiciones sucesivas de 100 uL del patrén de Diazinon

de 50 mg/L.

CUADRO 2.
condiciones de analisis por DPV

T Cond (5): 120.0
Tdep(5): 0.25
Tequil (5):0.00
Ieasurmernt:

E Begin Srate: 0 .02
):-1.0

E End (v): 1.0
E Step (V)
0.005

E Pulso (V) T Fuls s): 10.0

Euffer: Britton Robinson, pH.&

Las curvas de calibraciéon por adicién de estandar presentan buena correlaciéon como se demuestra en la
figura 4. Se realiza una curva para cada muestra ya que los electrodos serigrafiados utilizados son descartables.
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FIGURA 6.
Curva de calibracién de adiciones sucesivas de Diazinon en matriz de suelo arcilloso.

Se respetaron los limites de la lectura de cada electrodo (6 lecturas) para evitar diferencias estadisticamente
significativas al realizar lecturas de curva y muestra en electrodos diferentes.

Estudio de Recuperacion

Los experimentos de recuperacion se realizaron preparando una muestra de suelo blanco a la cual se le anadi6
suficiente Diazinon para que el extracto final tuviera una concentracién de 0,5 mg/L, este procedimiento se

realizé por triplicado en 3 ensayos diferentes, se presentan los datos promediados y agrupados por ensayo,
los resultados se muestran en el cuadro 3.

CUADRO 3.
Ensayos de recuperacién de Diazinon para una concentracion de 0,5 mg/L en matriz de suelo

b et e e R T

l:ll" l:ll"

., . % % Desviacion v e
L Rn":ﬂ;r:;:mn Rm?np;;aﬁlnn Recoperacion  Recuperacion  Estindar de |2 R:t?‘riii]\?n

Diazinon N o ey 3 Promedin  Recuperacion P

35 T4 i iy 94 14.2

Las recuperaciones obtenidas se aproximan al 70 %, un valor esperado para experimentos de este tipo en

donde se trabaja a niveles de trazas de acuerdo con las dispersiones de Horwitz estimadas para analisis de
trazas en matrices complejas.
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Estudio Cromatogrdfico

Con el objetivo de comprobar la eficiencia de las medidas electroquimicas y de la técnica de extraccidn, se
utilizé como técnica de referencia la cromatografia de gases (GC-NPD).

Las condiciones instrumentales optimizadas para el andlisis por cromatografia de gases fueron las
siguientes:

a) Inyector: Modo: pulsed splitless; Temperatura inicial: 267

°C; Presion: 9.16 psi. Flujo: 44.9 mL/min; Gas de arrastre:

Helio

b) Horno Temperatura inicial: 85 °C; Temperatura mixima 300

°C; Tiempo de equilibrio: 3.00 min; Tiempo de corrida:

45.75 min. La rampa de calentamiento que se utilizé inicié en 100°C con incrementos de 4 °C hasta 140°C sostenido
durante10 min, luego incrementos de 5°C hasta 280°C sostenido durante 4 min.

¢) Columna: Tipo: capilar HP-5, 5% de fenil metil siloxano; Largo: 30.0 m; Didmetro: 320 nm; Espesor del relleno: 0.25
um, Temperatura mixima: 325 °C

d) Detector: Nitrégeno y fésforo; Temperatura: 300 °C; Gas de Makeup: Nitrégeno.

El estudio cromatografico se realizé simultdneamente para varios plaguicidas, se presentan en este caso,
cinco plaguicidas: (a) Cadusafos (tr: 24.664 min), (b) Terbufos (tr: 27.888 min), (c)Diazinon (tr: 28.345
min), (d)Malatién (tr: 28.700 min), (e)Clorpirifos (tr: 34.951 min).

El método cromatogrifico es selectivo ya que las senales de los plaguicidas superan la senal de blanco de
suelo por lo que la cuantificacién puede realizarse con la confianza de que no es un falso positivo. También
es capaz de resolver los picos adecuadamente, de manera que la separacién es eficiente y no hay solapamiento
en las senales de los analitos como se puede apreciar en la figura 5.

{ ]
! : :
" ]
| L# i
] [ iaf 1
| I_l-""'.I |
: . d »
=] v ] * |
o i » ,
|-5—""-__"'" W B . P [ W
FIGURA 7.

Cromatograma de nivel 1 de la curva de calibracién, (0,1 mg/L). (a)
Cadusafos, (b) Terbufos, (¢) Diazinon, (d) Malatién, (e) Clorpirifos.

En el cuadro 4, podemos observar los resultados estadisticos de ambas metodologias; se demostré que el
método GC/NPD es capaz de detectar los plaguicidas estudiados en un anilisis simultdneo (multiresiduo)
en concentraciones tan bajas como 0,2 mg/L. La cuantificacién requiere que la presencia de los analitos
se encuentre en una concentraciéon minima de 0,5 mg/L, esto debido al efecto matriz que sufren estos
compuestos en una matriz tan compleja como lo es el suelo.
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CUADRO 4.
Comparacién de la Técnica de cromatografia de Gases (GC/NPD)

y la Técnica por voltametria diferencia de pulso diferencial (DPV)

Flaguicida s (1) CV (ry LD LC
IZZ [NPD % g /L) mg /L)
IZadusafos £0.9951 11.01 0.4 0.6
Terbufos =+ 1.47 005 01
0.1264
Ciazinon =+ £33 0.2 0.4
0.63942
MMalation =+ 208 032 05
0.4055
IClorpirifos + 756 0.2 0.5
00,4055
CFY Ciazinon 826 02 0.3

Los limites de deteccidon y cuantificacién por la DPV han sido calculados a partir de la desviacién estdndar
de la senial del blanco (LD= 3 s del blanco; LC= 10 s del blanco) en matriz de la muestra, se obtuvo que, para
el Diazinon, el método desarrollado es capaz de detectar 0,2 mg/L y de cuantificar Diazinon en cantidades

de hasta 0,3 mg/L.
Andlisis de muestras reales

En el cuadro 5 se muestran los resultados obtenidos de muestras reales de suelo arcilloso muestreadas
mediante la técnica de muestreo aleatorio estratificado. A este suelo le fue aplicado el plaguicida Diazinon
como parte del cuidado del cultivo de pifia y la muestra fue recolectada al segundo dia de la aplicacion.

CUADRO 5.
Niveles de Diazinon encontrados en muestras reales

I Horizonte |[Diazinon [Diazinon (ug
muestreado [img /L) {kg de Suelo)

1 - 032 =]

2 - L.D. L.C.

= - L. L.C.

4 B L.D. L.

= & L. LI

1] & L. L.

7 & L. LD

L.D.: menor al limite de deteccién. L.C.: menor al limite de cuantificacién

En la cuantificacién de muestras reales se puede observar que la concentracién final obtenida se
correlaciona con el horizonte muestreado de donde proviene dicha muestra. El horizonte A, corresponde a
una muestra tomada en el punto mas empinado del terreno de muestreo, el horizonte B, corresponde a una
muestra tomada en el punto medio del terreno y el horizonte C corresponde a una muestra tomada en la
parte mds baja de terreno muestreado, lo que sustenta investigaciones realizadas anteriormente en donde se
establece la rdpida movilidad del Diazinon por escorrentia.

Ambos métodos, tanto el cromatogréfico como el voltamétrico, presentan recuperaciones adecuadas, por
otra parte, los limites de cuantificacién son bastante similares, aunque la técnica voltamétrica presenta un
L.C. ligeramente menor, esto representa una gran ventaja en el uso de la electroquimica como método de
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cuantificacién. Por otra parte, el método cromatogrifico presenta la ventaja de que permite una deteccion
multiresiduo simultinea de hasta 20 analitos diferentes en un mismo analisis. Mientras que el andlisis
multiresiduo a través de técnicas electroquimicas es un poco més complejo ya que requiere el uso de otras
tecnologias de modificacion sobre la superficie del sensor que realiza la deteccién de manera que permita el
aumento en la especificidad de este.

Los ensayos de recuperacion se realizaron en un suelo arcilloso, libre de residuos de plaguicidas al cual
se le anadié volumen suficiente de la mezcla de plaguicidas de manera que el extracto final tuviera una
concentracién de 0.5 mg/L.

Las recuperaciones obtenidas estin dentro de los limites aceptados para el anilisis de plaguicidas, de
acuerdo con Horwitz, que sustenta que la dispersién en los resultados de analisis de trazas es mayor que en el
analisis de macrocomponentes y propone que se acepten recuperaciones alrededor del 70 % para plaguicidas
y otros componentes traza, lo que permite utilizar este método para cuantificar muestras reales ya que el
método de extraccidn es robusto; se atribuye la diferencia entre los recuperados a la sensibilidad que tiene el
Diazinon para oxidarse con la luz, lo que obliga a analizarlo rapidamente.

Se ha realizado una busqueda sobre las regulaciones nacionales que se establecen en cuanto a los niveles
de Diazinon en suclos; en la norma Panamena de suclos mediante decreto ejecutivo No. 2 (De 14 de enero
de 2009) "Por el cual se establece la Norma Ambiental de Calidad de Suelos para diversos usos" establece
en su articulo 4 que : Los titulares de las actividades relacionadas con el suelo, estin obligados a remitir
a la Autoridad Nacional del Ambiente (ANAM), en un plazo no superior a dos (2) afios a partir de la
promulgacién de este Decreto Ejecutivo, un Informe Preliminar de Situacién del Suelo que incluye los
analisis quimicos de pH y materia orgénica, y el andlisis microbioldgico de la actividad de la deshidrogenasa.

LaFAO ylanorma panamefia paraalimentos también establecen niveles méximos de residuos de Diazinon
en distintos alimentos, sin embargo, no se incluye el suelo como posible matriz de anlisis. Se ha encontrado
que investigaciones realizadas por (J. Molieri, 1995) reportan niveles de Diazinon en suelo entre 0,35 mg/L
y 0,45 mg/Ly A. Ragas (Ad et al., 1994) reportan niveles de hasta 1 mg/g de Diazinon en suelo. Los niveles
encontrados en el terreno muestreado son inferiores a los reportados en la literatura.

CONCLUSIONES

Se ha implementado la técnica SAESC para extraccién de plaguicidas en suelos, la cual es robusta y presenta
muchas ventajas sobre las técnicas de extraccidn cldsicas tanto en tiempo como en cantidad de reactivos, ya
que las técnicas clasicas pueden consumir en promedio 500 mL de solvente en un tiempo de 4 horas; sin
embargo, esta técnica consume tunicamente 5 mL de solvente en un tiempo de extraccién de 20 min.

Se ha realizado un estudio cromatografico para evaluar la técnica de extraccién implementada, lo que ha
permitido que el departamento de Sanidad Vegetal del MIDA obtenga una metodologia confiable para el
analisis de suelos, y asi complementar la oferta de servicios a los productores nacionales.

Se ha realizado una caracterizacién preliminar del Diazinon a través de la técnica de Voltametria Ciclica
y se obtienen los primeros analisis de

Diazinon en suelos panamenos mediante técnicas electroanaliticas.

Los niveles de Diazinon encontrados son bajos, aunque la norma panamefia no establece un limite maximo
de residuo de Diazinon en suelos; niveles bajos de Diazinon pueden deberse a la ripida descomposicion por
efecto de la luz solar.

Es dificil establecer si estos niveles son adecuados o no segtin alguna norma ya que internacionalmente no
se considera, solo se evalta la presencia de esta sustancia en alimentos y aguas.

Parece interesante resaltar, en vista a la presencia del Diazinon, que deberia considerarse la evaluacién de
los niveles de plaguicidas en suelo con movilidad y estabilidad demostrada, ya que esto podria ser una fuente
adicional de contaminacién de acuiferos y de fuentes de agua para potabilizar. Aun cuando el Diazinon pueda
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degradarse facilmente, bajo ciertas circunstancias puede ser muy estable lo que significa un posible riesgo a

la salud publica.
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