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RESUMEN

Se validé una metodologia analitica que
permite cuantificar residuos de carbofu-
ran en muestras de suelo. La extraccion
del plaguicida desde la matriz se realiz6
mediante agitacién mecanica empleando
acetato de etilo como solvente, los extrac-
tos obtenidos se sometieron a extraccion
en fase solida (EFS) utilizando cartuchos
C18, finalmente, la determinacién vy
cuantificacion del carbofuran se llevo a
cabo mediante cromatografia liquida de
alta eficiencia con deteccién ultravioleta
(CLAR-UV) a una longitud de onda de
205 nm. La metodologia validada es espe-
cifica y selectiva para el carbofuran, li-
neal en el rango desde 0,47 hasta 2,36
mgKg™, precisa con un coeficiente de va-
riacién tipico (CVy,) de 10,78 %; exacta
brindando un porcentaje de recuperacién

para la metodologia global (porcentaje de
R) equivalente a 98,25+3,97% y sensi-
ble con limites de deteccidn y cuantifica-
cion de 0,045 y 0,149 mgKg™, respecti-
vamente. También se verifico la robustez
del método. Se analizaron dos muestras
de suelo dedicados al cultivo de café, y se
encontraron residuos de carbofuran du-
rante los primeros 30 dias después de su
aplicacion.

Palabras clave: plaguicida, N-metil-
carbamatos, carbofuran, suelo, EFS,
CLAR.

ABSTRACT
An analytic method was validated to

quantify Carbofuran residues in soil sam-
ples. The pesticides were extracted from
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the matrix by mechanic stirring, using
ethyl acetate as a solvent. These extracts
were cleaned by using cartridges C18.
The determination and quantification of
Carbofuran was made by high perfor-
mance liquid chromatography with ul-
traviolet detection (HPLC-UV). The
wavelength was 205 nm. The validated
method is specific and selective for Car-
bofuran, is linear in the range from 0.47
to 2.36 mg kg™, is accurate with a typical
variation coefficient of 10.78 %, is exact
with recovering percentage (% R) equi-
valent to 98.25+3.97% and sensitive
with detection and quantification limits
since 0.045 and 0.149 mg kg respecti-
vely. The robustness of the method was
recognized. Two samples from soil of
coffee cultivation were analyzed. Resi-
dues of Carbofuran were found during the
first thirty days after application. Two
samples of soil coffee were analyzed fin-
ding residues of carbofuran during the
first thirty days after application.

Key words: pesticides, N-metilcarba-
mates, Carbofuran, soil, SPE, HPLC.

RESUMO

Neste artigo validou-se uma metodologia
analitica que quantifica residuos de carbo-
furano em amostras de solo. Por agitacao
mecanica se extrairam pesticidas da matriz,
utilizando acetato de etilo como solvente.
Os extratos obtidos foram submetidos a ex-
tracao em fase solida (EFS) com cartuchos
de C18. Em seguida, a identificacdo e
quantificacdo de Carbofuran foi realizada
por cromatografia liquida de alta eficiéncia
com detec¢ao ultravioleta (CLAE-UV). A
longitude de onda foi 205 nm. A metodolo-
gia validada é especifica e seletiva para car-
bofuran; linear no intervalo de 0,47-2,36
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mg kg, co com um coeficiente de variagio
(C. V) tipico de 10,78%, fornecendo
uma taxa de recuperacdo precisa da meto-
dologia global (R %) equivalente a 98,25 +
3,97%. Os limites de sensibilidade de de-
teccdo e quantificagdo sdo 0,045 e 0,149
mg kg', respectivamente. Verificou-se
também a robustez do método. Analisa-
das duas amostras de terra dedicada ao cul-
tivo do café, se encontraram residuos de
carbofuran nos trinta primeiros dias apds
aplica-lo.

Palavras-chave: pesticidas, N-metilcar-
bamatos, carbofuran, solo, EFS, CLAE.

INTRODUCCION

El carbofuran (2,3-dihidro-2,2-dimetil-
benzofuran-7-il-metilcarbamato) es un
plaguicida N-metilcarbamato (N-MC) de
actividad insecticida, acaricida y nemati-
cida de amplio espectro para el control de
plagas. Esti clasificado dentro del rango
de toxicidad moderada a alta, es altamen-
te toxico por inhalacion e ingestion y mo-
deradamente tdxico por absorcion dérmi-
ca, aun cuando su absorcion a través de la
piel es baja. Este N-MC afecta la funcion
del sistema nervioso inhibiendo reversi-
blemente la acetilcolinesterasa en huma-
nos y animales, se metaboliza en el higa-
do y se excreta en la orina (1, 2).

En Colombia, el carbofuran se utiliza
para controlar plagas en diversos cultivos
entre los que se encuentran el cafeto, la
cafia de aztcar, los cereales, las frutas,
las hortalizas y los tubérculos (1, 2). En
el departamento del Cauca usualmente se
emplea en su presentacion granular como
Furadan® 3GR, con un contenido de in-
grediente activo de 3% carbofuran.
Algunos agricultores de la region aplican
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diversas dosis del plaguicida comercial
granular mediante aspersion del s6lido al-
rededor de la planta, cubriendo el plagui-
cida con el suelo. En algunas ocasiones
los agricultores en busca de mayor efi-
ciencia en la accion del plaguicida, apli-
can dosis excesivas, que superan hasta
cinco veces las dosis recomendadas por el
fabricante. Este N-metilcarbamato es un
sélido cristalino, incoloro, su solubilidad
en agua es relativamente alta con respecto
a otros plaguicidas, correspondiente a
320 mg/L (25 °C) y es soluble en otros
solventes como acetona, acetato de etilo,
acetonitrilo y benceno. Su presion de va-
poresde 2,7 mPaa 33 °Cy el coeficiente
de particion octanol/agua es de 1,23-
1,42, relativamente bajo (1).

En consideracion de los efectos inde-
seados que puede ocasionar la aplica-
cién continua e indiscriminada de los
plaguicidas, y teniendo en cuenta que su
uso hasta el momento es imprescindible
para el control de las diferentes plagas,
se hace necesario el desarrollo de meto-
dologias que permitan valorar estas sus-
tancias en suelos, aguas y alimentos, y
de esta forma, evaluar el impacto poten-
cial sobre organismos que no constitu-
yen objetivo.

Algunos investigadores han aplicado
diferentes técnicas analiticas para la deter-
minacion de carbamatos, entre las cuales
se encuentran la espectrofotometria UV
(3), la cromatografia de gases (4) y la cro-
matografia liquida de alta eficiencia
(CLAR) (5). Esta tultima desempefia un
papel importante en la cuantificacién de
plaguicidas N-MCs debido a su labilidad
térmica, razon por la cual se ha incremen-
tado su uso. Tales técnicas se han acoplado
con técnicas de extraccién, como la ex-

traccién con fluidos supercriticos (EFS),
la particion liquido-liquido (PLL), la ex-
traccion soxhlet asistida con microondas
(ESAM), la agitacion mecanica, entre
otras, ademas, técnicas de limpieza, como
la cromatografia en columna (CC), la ex-
traccidn en fase sélida (EFS) y la cromato-
grafia de permeacion en geles (CPG), que
en conjunto proporcionan una metodolo-
gia eficiente para la evaluacion de residuos
de plaguicidas en diferentes matrices, en-
tre las cuales se incluyen alimentos, suelos
y aguas (3-10).

Actualmente existe un marcado inte-
rés en reducir la cantidad de solventes
orgénicos usados en la extraccidon de
plaguicidas, por lo cual la EFS se ha
convertido en una alternativa importan-
te debido a su eficiencia en la limpieza y
la extraccion (10).

En este trabajo se implementd y vali-
dé una metodologia analitica que permi-
te cuantificar residuos de carbofuran en
suelos. Esta metodologia incluye ex-
traccion mediante agitaciéon mecéanica,
limpieza por EFS y determinacién por
CLAR-UV (11).

MATERIALES Y METODOS

Estandares y reactivos

El estandar analitico de carbofuran se obtu-
vo del Dr. Ehrenstorfer (Augsburg, Ale-
mania), con pureza de 98%. Se empled
acetato de etilo grado residuos, metanol y
acetonitrilo grado HPLC, sulfato de sodio
anhidro grado residuo y cartuchos C18. La
solucién patrén (500 ppm) y las soluciones
de trabajo (50 ppm) de carbofuran se prepa-
raron en metanol y se almacenaron en el re-
frigerador a 3-4 °C durante el tiempo de
analisis. El Furadan® 3GR (carbofuran co-
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mercial, presentacion granular, Bayer
Cropscience S.A.).

Instrumentacion

En el proceso de extraccion se emple6 un
agitador mecénico horizontal, en la etapa
de limpieza se utiliz6 un equipo de extrac-
cion en fase s6lida, empleando cartuchos
C-18 y como solvente de elusién acetoni-
trilo. Para el analisis de carbofuran se us6
un cromatografo liquido de alta eficiencia
(HP Serie 1100), equipado con desgasifi-
cador, bomba cuaternaria, detector ultra-
violeta de longitud de onda variable e in-
yector manual con volumen de inyeccién
de 20 uL. La columna analitica empleada
fue una Spherisorb ODS-2 (5 um de tama-
fio de particula, 4,6 mm x 25 cm). Como
fase movil acetonitrilo: agua (60:40) y un
flujo de 0,7 mL/min. El carbofuran se de-
tectd a 205 nm. Se utiliz6 un sistema de
recoleccion de datos HP-Chemstation.

Preparacién y fortificacion
de la muestra

El suelo empleado para la validacion de la
metodologia se tomd en la finca Santa
Rosa de la vereda La Aurelia, municipio
de Cajibio (departamento del Cauca) ubi-
cada a 1.740 metros sobre el nivel del
mar, con una precipitacion pluvial de
1.500 mm a 19 °C, dedicada principal-
mente a cultivos de cafeto y cafia panele-
ra. La muestra de suelo se caracterizo fi-
sica y quimicamente de acuerdo con los
analisis recomendados por la EPA, si-
guiendo los protocolos del IGAC (12) y
con base en la “Guia de agroquimica” de
la Universidad del Cauca (12-14). Esta
muestra de suelo corresponde a zonas de
la finca exentas de N-MCs. El suelo seco
y tamizado por una malla de 2 mm se for-
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tific6 con cantidades variables de la solu-
cion de trabajo de 50 ppm para obtener
concentraciones en el extracto final entre
0,99 ug mL'y 4,94 ug mL", correspon-
dientes a 0,5 y 2,4 mg/Kg, teniendo en
cuenta las recomendaciones de las casas
comerciales.

Extraccion y limpieza

La muestra seca se tamiz0 a través de una
malla de 2 mm (n°. 10, marca ASTM),
posteriormente se realizd el respectivo
cuarteo para tomar una porcion analitica
de 12,5 g de suelo, la cual se someti6 al
proceso de extraccion mediante agitacién
mecénica durante tres horas, empleando
25 mL de acetato de etilo como solvente.
El extracto se pasoé a través de sulfato de
sodio anhidro y se concentrd en un evapo-
rador rotatorio a 35 °C hasta un volumen
aproximado de 0,5 mL. Este extracto se
llevo a sequedad en corriente de N, y se
redisolvié con metanol hasta 1 mL. El ex-
tracto metanolico se sometié a EFS em-
pleando como relleno C-18 y 17 mL de
acetonitrilo para la activacion del cartu-
cho y la elucioén del Carbofuran. El ex-
tracto limpio nuevamente se concentrd y
se llevé a sequedad, en el evaporador ro-
tatorio y bajo corriente de N, respectiva-
mente, se disolvié con metanol a 1 mL.
Finalmente, se inyectaron 20 uL del ex-
tracto, previamente filtrado, en el croma-
tografo liquido.

Validacion del sistema instrumental

Se llevo a cabo empleando soluciones de
carbofuran preparadas en metanol. En esta
etapa se evaluaron parametros como la es-
pecificidad, selectividad, linealidad, preci-
sion, LD y LC instrumentales (LD =38,
cepto/Mproms  LC=108iniercepio/ Mprom). Estos
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parametros se analizaron mediante estadis-
tico t de Student y el anilisis de varianza
(ANOVA), los resultados estadisticos se
corroboraron empleando el sofiware SPSS
version 11.0 (11, 15, 16).

Evaluacion del efecto matriz

Para determinar el efecto de los compo-
nentes de la matriz sobre la funcién de ca-
libracion, se prepararon tres réplicas de la
curva de calibracion en solvente, tres ré-
plicas de la misma curva de calibracion en
extracto de matriz blanco. Se inyectaron
en el CLAR y se determinaron las res-
puestas para cada uno de los niveles de ca-
libracién (15, 16).

Validacién de la metodologia

Se llevé a cabo empleando suelo blanco y
carbofuran analitico en las concentracio-
nes seleccionadas. Se evaluaron paradme-
tros como la especificidad, selectividad,
linealidad y limites criticos como LD y
LC, precision, exactitud y robustez, y se
analizaron mediante la aplicacion de dife-
rentes pruebas estadisticas como t de stu-
dent, ANOVA y test de Cochran. Los re-
sultados estadisticos se corroboraron
empleando el software estadistico SPSS
version 11.0 (11, 15, 16).

Los LD y LC se evaluaron teniendo en
cuenta 3 y 10 veces el ruido de la matriz
blanco en el tiempo de retencion del analito.

Analisis de carbofuran aplicado
previamente en muestras de suelo
bajo condiciones de campo

Se analiz6 una muestra de suelo dedicada
al cultivo de cafeto, la cual fue obtenida
en la finca Santa Barbara, vereda Siloe,
corregimiento Samanga del municipio de

Popayan (Cauca), ubicado a 1.737 me-
tros sobre el nivel del mar, con una
precipitacion pluvial de 1.932 mm a 19
°C, y una pendiente aproximada de 40%.
El suelo fue tratado con 39 mgKg™! Fura-
dan” 3GR, equivalente a 12 mgKg"' de
carbofuran. La aplicacién del plaguicida
fue llevada a cabo en condiciones de cam-
po empleando la metodologia de rutina
usada por los agricultores de la region,
mediante aspersion alrededor del cultivo
y cubrimiento del plaguicida con el suelo.

La primera muestra del suelo fue reco-
lectada y analizada 30 dias después de la
aplicacion y la segunda 90 dias después
de la aspersion. Las muestras de suelo se
sometieron al proceso previamente vali-
dado, se recolectaron en la misma unidad
de muestreo y dentro de los primeros 10
cm, garantizando la aleatoriedad de cada
porcién, obteniendo muestras compues-
tas de 1 kg. Las muestras se trasladaron
refrigeradas a 4 °C hasta el laboratorio,
se secaron a la sombra y a temperatura
ambiente. Como control de calidad del
método se analizd un blanco de suelo
exento de carbofuran, un blanco fortifica-
do a 2,01 ug carbofuran mL", garanti-
zando la homogeneidad y representativi-
dad de las muestras.

RESULTADOS Y DISCUSION

Caracterizacion fisica y quimica
del suelo

La validacion se realizé en una muestra
de suelo (Typic melanudands) de textura
francoarenosa, alto contenido de materia
orgéanica y acidez media, con baja densi-
dad aparente, tal como se aprecia en la
Tabla 1. Las caracteristicas 4cidas de este
suelo permitieron mantener la estabilidad
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Tabla 1. Propiedades fisicas y quimicas del
suelo empleado en la validacién

Pariametro* Valor
Humedad higroscopica 16,24 %
Textura Franco arenoso

Densidad aparente:

Método del cilindro 0,90 g/mL
pH 5,66
Materia organica 15,43%

*Textura: bouyucos; pH: relacion suelo: agua (1:1);
materia organica: Wakley Black; Densidad aparen-
te: método del cilindro.

del plaguicida durante el proceso de vali-
dacién.

Validacion del sistema instrumental

El sistema instrumental empleado resulto
ser selectivo al brindar una respuesta cla-
ra para el carbofuran como se evidencia
en el cromatograma ilustrado en la Figura
1, lineal en el rango de 0,99 a 5,0 ug car-
bofuran mL"! con un coeficiente de corre-
lacion de aproximadamente 0,999, preci-
so con un porcentaje CV entre 1,50 y
4,78% vy suficientemente sensible con li-
mites de deteccion y cuantificacion equi-
valentes a 0,116 y 0,388 ugmL’ respecti-
vamente, permitiendo la deteccién vy
cuantificacion de residuos de carbofuran

en suelos, en el nivel de las concentracio-
nes aplicadas sobre diversos cultivos.

Evaluacion del efecto matriz

Se aplic6 el método de regresion lineal es-
tableciendo que no hay diferencia entre
las respuestas en solvente y en extracto,
es decir, no hay efecto inducido por la
matriz (15, 16). Este resultado se corro-
bor6 mediante la aplicacion de la prueba
estadistica test pareado, los resultados
presentados en la Tabla 2 indican la au-
sencia de efecto matriz al obtener un va-
lor experimental para # inferior al valor de
t.» conunnivel de confianza de 95% y n-1
grados de libertad.

Las pruebas estadisticas realizadas de-
mostraron la ausencia de efecto matriz,
por lo cual, la cuantificacion del carbofu-

Tabla 2. Test pareado para la evaluacién de
efecto matriz

Pardmetro Valor
Grados de libertad 4

Promedio de diferencias (-d) 4,86
Desviacion estandar (SD) 23,86
tea 0,45

* tians 2,78 (nivel de confianza: 95%, n-1 grados de
libertad).

4.715

Carbofuran

Figura 1. Cromatograma de una solucion estandar de carbofuran en el nivel dos (1,5 xg/mL).
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ran en muestras reales se llevé a cabo me-
diante la interpolacién de las respuestas
en curvas preparadas en solvente.

Validacién de la metodologia
Especificidad-selectividad

En el cromatografo se inyectd extracto
blanco de matriz y extracto blanco de ma-
triz fortificado a una concentracion de
1,51 ug/mL. Los cromatogramas resul-
tantes se muestran en la Figura 2, donde
se evidencia la ausencia de interferencias
al tiempo de retencién del carbofuran y
una respuesta clara para el analito. Esto

permitié establecer que la metodologia
propuesta es especifica y selectiva para el
plaguicida de interés.

Linealidad, limite de deteccién y
limite de cuantificacion

La linealidad se evalu6 en cinco niveles
de concentracion y tres réplicas por nivel.
La metodologia propuesta es lineal en el
rango de concentracion entre 0,47 y 2,36
mgKg', ya que existe correlacion signifi-
cativa entre la concentracién del analito y
la respuesta brindada por el equipo, con
un coeficiente de correlacion de aproxi-
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Figura 2. Cromatogramas a. extracto blanco de matriz y b. solucién de carbofuran en extracto blanco de ma-

triz en el nivel dos de calibracién (1,5 ug/mL).

365

Aplicada y Analitica



REVISTA COLOMBIANA DE QUIMICA, VOLUMEN 39, nro. 3 DE 2010

madamente 0,999. Tanto la pendiente
como el intercepto en la curva de calibra-
cion son significativamente diferentes de
cero. Ademas, se establecid, con una
confiabilidad de 95%, que existe regre-
sion significativa y que no hay desvio de
la linealidad.

Se determinaron los limites de detec-
cién y cuantificacion para la metodologia,
teniendo en cuenta el ruido del extracto
blanco de matriz al tiempo de retencién
del carbofuran. Los limites de deteccion y
cuantificacion determinados experimen-
talmente corresponden a 0,045 y 0,171
mgKg™ respectivamente, valores que son
inferiores al primer nivel de la curva de
calibracion.

Precision y exactitud

Se evaluaron en cinco niveles de concen-
tracion, cinco réplicas por nivel. Se toma-
ron porciones analiticas de matriz exentas
de carbofuran, las cuales se fortificaron
para obtener el nivel correspondiente y se
sometieron al proceso de extraccidn, lim-
pieza y determinacion mediante CLAR-
UV. La precision se evalu6 en términos
de repetibilidad (periodos cortos de tiem-
po) y precision intermedia (dias diferen-
tes), los recuperados de cada experimento
se emplearon para determinar la exactitud
del método. Se presenta mayor variabili-
dad en los resultados obtenidos bajo con-
diciones de precision intermedia que en
los de repetibilidad. Esto debido proba-
blemente a la preparacion de nuevas por-
ciones analiticas fortificadas y evaluadas
en diferentes curvas de calibracion, asi
como también a posibles variaciones del
instrumento y del entorno.

Mediante la aplicacion del test estadis-
tico de Cochran se estableci6 que existe
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homogeneidad de varianzas, lo que per-
miti6 calcular la exactitud y precision
para la metodologia global equivalentes
al 98,25 + 3,97% y 10,78 % respectiva-
mente, valores que se encuentran dentro
de los “Criterios de aceptacién en la vali-
dacion intra-laboratorio para el anilisis
de residuos de plaguicidas y drogas vete-
rinarias” para concentraciones entre 0,4
y 2,0 mgKg' (16).

Robustez: para este estudio se aplicé el
disefio experimental de Youden-Steiner,
el cual mostr6 que factores como el volu-
men de solvente en la limpieza y el flujo
de la fase movil en el CLAR deben ser
controlados con el fin de obtener resulta-
dos adecuados; sin embargo, la mayoria
de factores exhibieron una variabilidad
baja, permitiendo establecer que la meto-
dologia es robusta bajo las condiciones de
trabajo establecidas (15, 17).

Analisis de carbofuran aplicado
previamente en muestras de suelo
bajo condiciones de campo

Se analizaron dos muestras de suelo em-
pleando la metodologia implementada.
Una de estas a los 30 dias y otra a los 90
dias de la aplicacion. Se evaluo el desem-
pefio de la metodologia analizando un
blanco y un recuperado control (98,5%),
los cromatogramas obtenidos se mues-
tran en la Figura 3. Después de 30 dias de
la aplicacion se encontraron residuos de
carbofuran en una concentracion de 2,86
mgKg', equivalente al 24 % de plaguicida
aplicado inicialmente en el suelo. La dife-
rencia entre el carbofuran aplicado y el
remanente podria asociarse con pérdidas
de plaguicida por procesos de lixiviacién
y escorrentia superficial, y también con
degradacion y adsorcion en los coloides
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Figura 3. Cromatogramas a. extracto blanco de matriz, b. extracto del recuperado control, c. extracto mues-

tra de suelo (30 dias) y d. extracto muestra de suelo (90 dias).
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del suelo. Estos procesos se ven favoreci-
dos por la topografia inclinada del sitio de
muestreo y la alta solubilidad del plagui-
cida (13, 14).

En el andlisis de la muestra de suelo to-
mada 90 dias después de la aplicacién no
se detecta una sefal correspondiente al
carbofuran, como se evidencia en el cro-
matograma ilustrado en la Figura 3 (d), lo
que implica que no hay plaguicida resi-
dual después de 3 meses de aplicacion.

Los procesos de movilizacion son fa-
vorecidos por la topografia del terreno
(pendiente de aproximadamente 40 %), la
textura arenoso-franco del suelo, la ele-
vada solubilidad del carbofuran en agua
(320 mgL™*, 25 °C) y su relativamente
bajo coeficiente de particion octanol/agua
(Kow) entre 1,23-1,41, factores que in-
crementan la probabilidad de encontrar el
plaguicida en cuerpos de agua subterra-
neos o superficiales (1, 2, 16). Sin embar-
g0, el relativo corto tiempo de vida media
del carbofuran (¢,,, en suelos acidos es de
aproximadamente 321 dias) con respecto
a otros plaguicidas hace importante reali-
zar estudios sobre la existencia de resi-
duos de sus metabolitos de degradacién
en aguas, teniendo en cuenta la relevancia
y demanda de este recurso natural y el im-
pacto que tiene sobre la economia y la sa-
lud humana y animal (1).

CONCLUSIONES

La metodologia validada es especifica,
selectiva, robusta y suficientemente sen-
sible con limites criticos inferiores a las
cantidades de plaguicida normalmente
aplicadas por los agricultores de la re-
gion. Esta metodologia permite cuantifi-
car residuos de carbofuran en suelos en
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niveles comprendidos entre 0,47 y 2,36
mg Kg'! de forma precisa (10,78% CV) y
exacta (98,25+3,97%).

La metodologia propuesta fue aplicada
para el anilisis de residuos de carbofuran
en una muestra de suelo dedicada al culti-
vo de cafeto, donde se encontrd ausencia
de carbofuran después de 90 dias de la
aplicacion bajo condiciones de campo.

La metodologia presenta como ventaja
la disminucién en el consumo de solven-
tes, tiempos y costo en los analisis con
respecto a metodologias anteriormente
usadas, las cuales empleaban PLL y altas
cantidades de solventes tdxicos como el
diclorometano, acetonitrilo, entre otros
(20, 21). Adicionalmente, es amigable
con en el medio ambiente, y evita el uso
excesivo de solventes organicos que im-
plican un riesgo tanto para el ambiente
como para el analista.
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