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Prefacio

La Oficina Nacional de Normalizacién (NC), es el Organismo Nacional de Normalizacion
de la Republica de Cuba y representa al pais ante las organizaciones internacionales y
regionales de normalizacion.

La elaboracion de las Normas Cubanas y otros documentos normativos relacionados se
realiza generalmente a través de los Comités Técnicos de Normalizacién. Su aprobacion
es competencia de la Oficina Nacional de Normalizacion y se basa en las evidencias del
consenso.

Esta Norma Cubana:

e Ha sido elaborada por el NC/ CTN 97 de Sanidad vegetal, integrado por las siguientes
instituciones:

- Instituto de Investigaciones de Sanidad Vegetal (INISAV)

- Centro Nacional de Sanidad Vegetal (CNSV)

- Instituto de Investigaciones Fundamentales en Agricultura Tropical (INIFAT)
- Centro de Ingenieria e Investigaciones Quimicas ( ClIQ)

- Centro Nacional de Sanidad Agropecuaria (CENSA)

- Laboratorio Provincial de Sanidad Vegetal (LAPROSAV) en La Habana

- Instituto de Investigaciones en Fruticultura Tropical (IIFT)

- Instituto Nacional de Higiene y Epidemiologia( INHEM)

e Se elabor6 tomando en cuenta todos los elementos aplicables de los documentos siguientes:

- Ricardo M. Métodos de analisis de residuos de plaguicidas, Primera edicion. Editorial CIDISAV,
La Habana. 2000.pp 99 -101

- Directrices sobre Buenas Practicas en el andlisis de residuos de plaguicidas. Codex Alimentarius.
CAC/GL 40-1993, rev.1-2003

e Sustituye a la NC 29-11 Plaguicidas. Carbarilo. Determinacion de Residuos.
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Todos los derechos reservados. A menos que se especifique, ninguna parte de esta
publicacion podra ser reproducida o utilizada en alguna forma o por medios
electronicos o mecanicos, incluyendo las fotocopias, fotografias y microfilmes, sin
el permiso escrito previo de:
Oficina Nacional de Normalizaciéon (NC)
Calle E No. 261, Vedado, Ciudad de La Habana, Habana 4, Cuba.

Impreso en Cuba.



© NC NC 560: 2007
PLAGUICIDAS — CARBARILO — DETERMINACION DE RESIDUOS

1 Objeto

Esta norma especifica el método de andlisis para la determinaciéon de residuos de carbarilo por

cromatografia de capa delgada (CCD) y por cromatografia liquida de alta eficiencia (CLAE) en

material vegetal.

El método se aplica al andlisis de muestras con residuos superiores a 0.1 mg/kg en el caso de
CCD y a 0.05 mg/kg en el caso de CLAE.

2 Referencias normativas

Los siguientes documentos de referencia son indispensables para la aplicacion de este
documento. Para las referencias fechadas s6lo es aplicable la edicion citada, incluyendo cualquier
enmienda.

NC 70- 13: 1984 Agricultura. Sanidad vegetal. Términos, definiciones y simbolos.

NC 21-11: 1975 Productos quimicos. Clasificacion por calidades y definiciones.

3 Términos y definiciones

A los fines de este documento, se aplican los términos y definiciones establecidos en
NC 70- 13: 1984, y ademas los siguientes:

3.1 Sustancia activa.-Constituyente esencial de un plaguicida el cual posee actividad biocida.

3.2 Muestra control.- Es aquella de igual naturaleza que la muestra de andlisis, pero no ha sido
tratada con el plaguicida cuya sustancia activa se pretende analizar.

3.3 Recuperacién.- Relacién entre la cantidad de sustancia activa determinada por andlisis y la
afiadida previamente a una muestra control, expresada en por ciento.

4 Generalidades
4.1 Todos los analisis sefialados en esta norma se haran por duplicado.

4.2 Se emplearan en los andlisis productos quimicos de calidad p.a. segun NC 21-11: 1975
Productos quimicos. Clasificacion por calidades y definiciones.

4.3 Las pesadas de las muestras para la realizacion del andlisis, se haran con aproximacion de 0.1
g cuando la masa de las mismas se encuentre entre 25 g y 100 g.

4.4 Para los andlisis a realizar por método de CLAE, se usara agua bidestilada.
5 Principio

El carbarilo se extrae del material vegetal por maceracion con acetato de etilo en presencia de
sulfato de sodio anhidro. Una alicuota del filtrado se concentra, se disuelve en acetonitrilo y se
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somete a una purificacién por particion liquido-liquido utilizando n-hexano. El acetonitrilo se
concentra y el extracto se purifica por extraccion en fase soélida (EFS) sobre cartuchos de gel de
silice y una mezcla de n-hexano-acetato de etilo como solventes de elucidon. Extractos muy
complejos como el tabaco, se disuelven en la fase mévil (después de purificados por SPE) y se
purifican adicionalmente por particién liquido-liquido utilizando n-hexano. La determinacion final se
realiza en un cromatdgrafo liquido de alta resolucién con detector UV o alternativamente por
cromatografia de capa delgada utilizando como revelado solucion metandlica de hidroxido de
potasio y sal de azul s6lido B 6 revelado enzimatico.

6 Reactivos Quimicos

= Acetato de etilo p.a.

= Acetonitrilo calidad HPLC

= Acido clorhidrico concentrado

= Agua calidad HPLC

= Diclorometano para analisis organico de trazas
= Gel de silice. Cartuchos de 1000mg para EFS
= Hexano para analisis organico de trazas.

= Sulfato de sodio anhidro p.a.

= Etanol p.a
= Solucion de Hidréxido de potasio (1N) en etanol.
= Sal de azul sélido B (afiada aproximadamente 1 mg en 100 mL de agua)

= Solucién patrén de carbarilo de 1 mg/mL. Pese 0,1000 g de carbarilo puro 6 cantidad
equivalente teniendo en cuenta el % de pureza. Diluya a 100 mL con acetona.

7 Aparatos, utensilios y medios de medicién

= Balanza técnica con sensibilidad 0,01 g.

= Balanza analitica con sensibilidad 0.001 g.

= Molino para vegetales

= Evaporador rotatorio con bafio termostatado

= Bomba o trompa de vacio

= Zaranda

= Extendedor de placa

= Placas de vidrio 20 x 20 cm

= Cubeta para separacién cromatografica 22 x 22 x 5 cm
= Microjeringuilla 50 uL

= Baldn de evaporacién de boca esmerilada 250 mL
= Varilla de vidrio

= Embudo separador de 1000 mL

= Embudo separador de 100 mL

= Embudo de filtracion
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= Matraz de un trazo 1000 mL

= Matraz de un trazo 100 mL

= Pipeta de untrazo 1 mL

= Pipeta de un 1 mL graduadas en 0,01 mL

= Cilindro graduado de 100 mL

= Tubo graduado de 10 mL con tapa esmerilada
= Atomizador de vidrio

= Vaso de precipitado de 50 mL

= Compresor de diafragma

= Distribuidor de vacio para EFS

= Cromatégrafo Liquido de alta resolucién con detector UV.

8 Porcion de ensayo

Congele 1 + 0,5 kg de la muestra vegetal, muela la misma y mézclela. Pese porciones de 50 g £
0,1 g para realizar el andlisis. Paralelamente se procede tal como con la muestra de ensayo con
una muestra control, obtenida de un &rea que no haya sido tratada. Se contamina con una
cantidad de carbarilo conocida y se continla con el procedimiento que se describe en los
apartados siguientes.

9 Procedimiento

9.1 Preparacion de la porcidn de ensayo.

Pese 50 g de una muestra representativa (5 g en caso de tabaco seco previamente reducido a
polvo y homogeneizado) Humedezca con 10 mL de agua calidad HPLC. Afiada 150 mL de acetato
de etilo y 25 g de sulfato de sodio anhidro, mezcle con una varilla de vidrio y macere en una
zaranda por 30 minutos. Deje en reposo por 15 minutos y filtre a través de papel de filtro hacia una
probeta graduada, 75 mL del extracto (correspondientes a 2,5 g de muestra). Pase el extracto a
través de sulfato de sodio anhidro hacia un balén. Lave el papel de filtro con 5 — 10 mL de acetato
de etilo y concentre en un evaporador rotatorio con temperatura del bafio de 40 °C. Elimine los
restos del solvente utilizando una ligera corriente de nitrégeno.

9.2 Purificacién por particién liquido-liquido

Disuelva el residuo del paso de extraccion en 20 mL de acetonitrilo, colocando el balon, de ser
necesario, en un bafio de agua a 40°C para disolver el extracto adherido a las paredes. Pase el
solvente a un embudo separador, afiada 40 mL de n-hexano lavando con este el balén que
contenia el extracto y agite fuertemente. Deje separar las fases y drene la inferior hacia un bal6n
de 50 mL. Extraiga la fase de n-hexano remanente en el embudo separador con 10 mL de
acetonitrilo y pase este ultimo hacia el balén de evaporacién. Concentre en un evaporador
rotatorio con temperatura del bafio de 40°C y elimine los restos del solvente utilizando una
corriente de nitrégeno.
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Si la determinacion final se realiza por cromatografia liquida de alta eficiencia se contintan
con los siguientes pasos de purificacion.

9.3. Purificacién por Extraccion en Fase Sélida (EFS).

Cologue un cartucho de gel de silice de 1000 mg en el distribuidor de vacio para EFS y dentro del
distribuidor un tubo o balén para recoger los lavados y otro para el eluado. Acondicione el cartucho
con 8 mL de n-hexano presionando con una jeringuilla con adaptador para eliminar el aire.
Aplique vacio ligero hasta que el solvente alcance el borde superior del adsorbente. Disuelva el
residuo procedente del paso de extraccion en 0,2 mL de acetato de etilo, adicione 2 mL de n-
hexano, mezcle y pase el extracto a través de la columna regulando el goteo a 1-2 gotas
/segundo. Lave el balén que contenia el extracto con 2 x 4 mL de n-hexano y pase los lavados a
través del cartucho. Lave seguidamente con 4 mL de una mezcla de n-hexano-acetato de etilo (7:
3) Drene el solvente y sin dejar secar la columna cierre momentaneamente el vacio, cambie
rapidamente el cartucho hacia la posicion del frasco colector y eluya el ingrediente activo con 4 mL
de la mezcla de n-hexano- acetato de etilo (7:3) regulando el goteo a 3-4 gotas/ segundo.
Concentre el eluado utilizando una corriente de nitrégeno y disuelva en la fase movil para
determinar los residuos por HPLC.

(Con anterioridad a la purificacion de los extractos de las muestras, debe probarse la eficiencia del
proceso, contaminando un cartucho de gel de silice con una concentracion conocida del patron
analitico de carbarilo, el cual se pasa a un balén, se elimina el solvente por evaporacion, se le
adicionan 0,2 mL de acetato de etilo y 2 mL de n-hexano y se procede de la forma ya descrita,
analizando en este caso también el lavado para detectar posibles pérdidas del ingrediente activo)

En caso de impurezas que puedan interferir en la determinacion cromatografica se lleva a
cabo la siguiente purificacién adicional posterior a la purificacion por SPE:

Disuelva el residuo en la fase movil afiadiendo primeramente el acetonitrilo para disolver el
extracto adherido a las paredes del balén y seguidamente el agua calidad HPLC. Mezcle, pase la
mezcla a un embudo separador y extraiga con 10 mL de n-hexano. Deseche la fase superior e
inyecte directamente la fase inferior.

9.4 Determinacién Cromatografica
9.4.1 Cromatografia de capa delgada
9.4.1.1 Determinacién de la minima concentracion detectada

En placas de vidrio de 20x20 cm recubiertas con Silica gel G con un espesor de 0.25 mm,
activadas a 120 °C por 15 min., aplique 10 uL de soluciones de carbarilo de 3 ng/ uL, 4 ng/ uL, 5
ng/ uL y 6 ng/ pL y cérralas en una camara cromatografica saturada con el sistema n-
hexano/acetona 70:30 hasta una altura de 12 cm. Deje secar la placa al aire, atomice
intensamente con solucion etandlica de hidréxido de potasio 1 N y a continuacién con soluciéon
acuosa de sal de azul sélido B. En la placa aparecen manchas violetas sobre fondo blanco.

Determine la minima concentracién de carbarilo que puede observarse en la placa, la cual se
debera tener en cuenta en el momento de cuantificar la muestra.
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9.4.1.2 Cuantificacion por el método del umbral de deteccion.

Diluya el extracto de la muestra obtenido del paso 9.2 a 1, 2, 3, 4 y 5 mL con acetona y aplique
10 L en placas de Silica gel G. Entre muestra y muestra se aplicardn patrones de diferentes
concentraciones incluyendo siempre el de menor concentracion detectada. Posteriormente, realice
el proceso igual que en el epigrafe 9.4.1.1 Si la muestra presenta una mancha mas intensa que la
del patrén de menor concentracion a la mayor dilucion realizada, serd necesario seguir diluyendo
la muestra hasta lograr una mancha de igual intensidad a la del patrén de menor concentracion.

Reacciones Quimicas

O-CO-NH-CH,
alfa naftol
OH

+ Sal de azul s6lido B ——®= Complejo coloreado violeta

9.4.2 Cromatografia Liquida de Alta Eficiencia (CLAE)

Inyecte el extracto obtenido en el apartado 9.3 en un cromatografo liquido operado bajo las
siguientes condiciones:

Condiciones cromatograficas

Columna: Lichrospher RP 18 (250 x 4,6) mm, 5 um

Detector UV: 240 nm

Fase Movil: Acetonitrilo — agua 1:1 viv

Flujo: 0,5 mL/min.
Volumen de inyeccion: 20uL

9.5 Método para el calculo
9.5.1 Célculo para determinaciéon por Cromatografia de Capa Delgada.

El contenido de carbarilo se calcula por la formula siguiente:

A xD
mo/Kg) = ———
(mg/Kg) VXXWXxF
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Donde:

A — masa del patron de menor concentracion detectado que coincida con la intensidad y el Rf de la
mancha de la muestra (ng)

D — dilucion de la muestra (mL)

V — volumen aplicado de la muestra (uL)

W — peso de la muestra (g)

F — factor de recobrado unitario

El factor de recobrado se calcula analizando una muestra previamente contaminada con la
sustancia activa, mediante la siguiente formula:

_ Cantidad de carbarilo detectado
~ Cantidad de carbarilo afiadido

9.5.2 Célculo para la determinacion por Cromatografia Liquida de Alta Eficiencia (CLAE).

El contenido de carbarilo se calcula por la férmula siguiente:

Cp x Vm x hm

mg/kg =
I Vi x Pm x hp

X F

Donde:

Cp — masa del patron inyectado (ng)

Vm — volumen de dilucion de la muestra (mL)

hm — altura del pico de la muestra

Vi — volumen de inyeccién utilizado (uL)

Pm — masa de muestra tomada para el analisis (Q)
hp — altura del pico del patrén

9.6 Precision

Aplicando el método descrito por cromatografia de capa fina y para un nivel de contaminacion de
0,8 mg/kg se obtuvo una repetibilidad de 0,3 y una reproducibilidad de 0,4.
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