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INTRODUCCION

La alta calidad y el nivel de competitividad de la produccién hortofruticola de la provin-
cia de Almeria, al igual que la de otras importantes zonas agricolas del mundo, tiene como fun-
damento la utilizacién de las técnicas mds avanzadas, basadas en el cultivo protegido. Una
caracteristica de este tipo de cultivos es la de precisar de un control muy extricto ante la even-
tual aparicién de plagas y enfermedades, lo que hace que los productos fitosanitarios, o
plaguicidas, sean un elemento imprescindible para la obtencién de la produccién esperada.

A causa de esta «inevitable» utilizacién de los plaguicicidas, las frutas y hortalizas, y en
general cualquier producto agricola que haya sido tratado, antes de su comercializacién, deben
ser sometidas a un escrupuloso control que asegure que los residuos presentes en las mismas
no superan los limites méximos (LMRs) establecidos en las legislaciones de los paises en las
que se van a consumir. En otras palabras, las frutas y hortalizas deben ser sometidas a un con-
trol de «calidad toxicoldgica», para el que es preciso disponer de métodos de analisis
multirresiduos que permitan extraer, separar, detectar y cuantificar cualquier plaguicida, de una
forma ripida y segura.

La mayoria de los métodos multirresiduos que se utilizan en Ia actualidad han sido desa-
rrollados y/o validados por las agencias oficiales encargadas del control de alimentos de deter-
minados paises (Estados Unidos, Canada, Suecia, Alemania, Holanda, Finlandia, etc.), siendo
ésta la razén de que los manuales analiticos publicados por dichas agencias sean la mejor fuente
de informacidn para conocer en detalle alguno de estos métodos. Dichos manuales, y las revi-
siones bibliogrificas publicadas sobre el andlisis de residuos de plaguicidas en frutas y horta-
lizas, muestran como el esquema bésico de este tipo de andlisis no ha sufrido grandes cambios
durante las 1itimas décadas, el cual sigue consistiendo en una etapa de extraccién con disolventes
orgdnicos, una etapa de particién/concentracidn, una etapa de «clean-up», y una etapa final de
determinacidn de los plaguicidas, que generalmente es llevada a cabo mediante técnicas
cromatogrificas utilizando diferentes combinaciones columna/detector.
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Ciertamente, durante los tltimos afios, se han producido apreciables mejoras en los méto-
dos de anilisis de residuos de plaguicidas, al ir incorporandose en los mismos los avances tec-
nolégicos que se han ido produciendo en los sistemas de separacién, deteccién y tratamiento
de datos. Sin embargo, a pesar de que tanto el tiempo como el coste de estos andlisis suelen estar
limitados por la etapa de extraccidn, en las Gltimas décadas no se ha producido, pricticamen-
te, ninguna mejora significativa en dicha etapa, la cual sigue siendo realizada con muestras de
gran tamafio (50-100 g) y utilizando grandes volimenes de disolventes, fundamentalmente
acetona, diclorometano, acetonitrilo y acetato de etilo. La consecuencia de este «atraso tecno-
l6gico» de la etapa de extraccidn es que estos andlisis siguen siendo caros y menos rapidos de
lo deseado, ademas de ilevar implicito un potencial riesgo para la salud y el medio ambiente.

El reciente desarrollo, a escala analitica, de la técnica de «Extraccién con Fluidos
Supercriticos» (SFE} ha abierto nuevas perspectivas para la mejora de la etapa de preparacion
de la muestra en cualquier proceso analitico, ¥ su introduccién en el andlisis de residuos de
plaguicidas puede llevar a que definitivamente sean superadas las limitaciones presentadas por
los métodos de extraccién convencionales.

En esencia, el proceso de extraccién con fluidos supercriticos es similar al de una extrac-
cién cldsica, con la particularidad de utilizar como agente extractor un fluido supercritico en Iu-
gar de un liquido. No obstante, las peculiares propiedades del «estado supercritico» hacen que
las caracteristicas generales de esta nueva técnica se aproximen a las exigidas a un proceso de
extraccién ideal, el cual debe ser rapido, simple, barato, no contaminante, selectivo, aplicable
a analitos termolédbiles y conducir a la obtencién de extractos finales listos para el andlisis.

El objeto de esta conferencia serd el darles a conocer los fundamentos y ventajas de esta
«mégica» técnica SFE, asi como analizar los resultados obtenidos hasta la fecha sobre su apli-
cacion al andlisis de residuos de plaguicidas en frutas y hortalizas.

PROPIEDADES DE LOS FLUIDOS SUPERCRITICOS Y VENTAJAS DE LA
TECNICA SFE

Antes de pasar a discutir los aspectos pricticos de la iécnica SFE, es preciso que compren-
damos el porqué de sus magnificas cualidades, para lo cual es imprescindible que tengamos una
idea clara sobre 1o que es un fluido supercritico y conozcamos sus principales propiedades
fisicoquimicas.

De sobra es conocido que toda sustancia estd caracterizada por un diagrama de fases que
nos permite conocer el estadoe de agregacién de la misma a cualquier valor de presién y tem-
peratura (Figura 1). Estos diagramas de fases estan definidos al menos por tres lineas, la linea
de fusién, la de sublitacién y la de vaporizacién, que vienen determinadas por el conjunto de
- parejas de valores de presion y temperatura a los cuales se produce el correspondiente cambio
de estado. La linea de vaporizacién, al contrario de las otras dos, presenta la particularidad de
desaparecer en un punto del diagrama, llamado «punto critico», a una presién y una tempera-
tura que se denominan, asimisme, «presidn critica» y «temperatura critica».
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La zona de un diagrama de fases en la que tanto los valores de presién como los de tem-
peratura son superiores a los criticos, se caracteriza por el hecho de que la sustancia no puede
llegar a licuarse por mucho que aumentemos la presién, asi como tampoco es posible su vapo-
rizacién por mucho que se aumente la lemperatura. En esta zona del diagrama la sustancia no
puede ser considerada ni como gas ni como liquido y se dice que se encuentra en «estado
supercritico» o, dicho de otra forma, que ¢s un «fluido supercritico».

Los valores de la presién y temperatura criticas son caracteristicos de cada sustancia, y pue-
den ser muy diferentes de una a otra (Tabla 1). Algunas sustancias, tales como el diéxido de
carbono (CO,)} o el mondxido de dinitrégeno (N,0), alcanzan el estado supercritico a tempera-
turas y presiones relativamente moderadas. Otras, sin embargo, necesitan condiciones de pre-
sién y/o temperatura muy drésticas para poder convertirse en fluidos supercriticos, siendo un
ejemplo claro de este tipo de sustancias el agua (H,0) o el amoniaco (NH,). Logicamente, la
mayor o menor facilidad para alcanzar el estado supercritico serd uno de los factores determi-
nantes a la hora de elegir un compuesto para ser utilizade en SFE. De hecho, el fluido m4s
ampliamente utilizado a escala analitica es el CO,, el cual, ademds de presentar -como veremos
mds adelante- otras no menos importantes propiedades, adquiere la condicion de supercritico
a la temperatura de 31 °C y a la relativamente moderada presién de 73 atmdsferas.
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Figura 1
Diagrama de Fases.
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Tasra 1
Parametros criticos del didxido de carbono,
mondxido de dinitrégeno, amonfiaco, metanol y agua

Fluido Temperatura critica (°C) Presién critica (atm)
co, 31 73
N,O 36 72
NH, 133 12
MeOH 240 80
HO 374 217

[l gran atractivo que presentan los fluidos supcreriticos para ser utilizados como agentes
extractores radica en que poseen densidades similares a las de los liquidos, y por tanto simila-
res propiedades disolventes, pero a la vez su viscosidad es mucho menor (entre 5 y 20 veces
menor), 1o que hace que los coeficientes de difusion de los solutos en un fluido supercritico sean
mucho mayores que en un disolvente liquido (Tabla 2). Asf pucs, cabe csperar que las extrac-
ciones con fluidos supercriticos sean, en primer lugar, tan completas como las llevadas a cabo
con disolventes liquidos, debido a que ambos presentan similares caracteristicas solvatantes, y
en segundo lugar, mucho mds rapidas y eficientes, ya que su baja viscosidad favorece los fe-
némenos de transfercncia de masa (transporte de los analitos) y la penetrabilidad en los poros
de la matriz de la muestra.

Otra importante propiedad de los fluidos supercriticos es que, contrariamente a lo que ocu-
rre con los liquidos, su densidad estd estrechamente relacionada con la presién y, en una me-
nor medida, con la temperatura. A temperatura constante, la densidad de un fluido supercrilico
aumenta notablemente al aumentar la presién, mientras que a presién constante la densidad dis-
minuye al aumentar la temperatura. Por ejemplo, a la temperatura de 40 °C, la densidad del CO,
supercritico pasa de 0,25 g/mL a 0,92 g/mL cuando la presién aumenta de 80 atm a 300 atm;
mientras que a esta iltima presién, la densidad disminuye desde 0,92 mg/mE hasta 0,67 mg/ml.
al aumentar la temperatura de 40 °C a 100 °C. Esta propiedad, unida al hecho de que el poder
disolvente de un fluido supercritico es directarmente proporcional a su dendidad, hacen posible
el que la capacidad de solvatacién de un determinado fluido supercritico sobre un analito pue-
da ser facilmente modificada mediante un camnbio de presion y/o temperatura. Esto significa que
en SFE existe la posibilidad de llevar a cabo la extraccién selectiva de diferentes tipos de analitos
variando la densidad del fluido, lo cual puede conseguirse con un simple cambio de Ia presién
de extraccién.

Para ver de una forma mds clara las ventajas que la técnica SFE tiene sobre las extraciones
convencionales, serig de gran ayuda conocer con cierto detalle algunos de los modelos tedricos desa-
rrollodos para predecir y comparar el poder disolvente de una sustancia, Esto, sin duda, se sale de
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TagLa 2
Valores tipicos de densidad, viscosidad y difusividad
para gases, fluidos supercriticos y liquidos

Fluido Densidad Viscosidad Difusividad

(g/mL) (Pa.s) (cm?/s)
Gases 102 10° 10
F. Supercriticos 0,2-0,9 10 104
Liquidos 0,6-1,6 103 107

los limites de esta conferencia. No obstante, comentaremos que uno de estos modelos establece el
poder disolvente en términos de un parémetro, denominado pardmetro de solubilidad de Hildebrand,
que puede determinarse empiricamente para cualquier sustancia. En general, cuanto mayor es este
pardmetro mejores son las propiedades como disolvente de una sustancia, siendo fos compuestos
polares los que presentan valores mas altos del mismo. Para los fluidos supercriticos este parémetro
puede ser calculado a partir de la siguiente relacidn empirica (Giddings |.C. et al, Science, {968, 162,
67):

8=1,25P 12 (pip,)

siendo d el parametro de solubifidad de Hildebrand, P, la presion critica, r, la densidad del fluido
supercritico, y r, lo densidad del fluido en estado liquido. Esta relacién nos indica que ef poder disol-
vente de un fluido supercritico depende de dos efectos diferentes. El primero es un efecto quimico,
semejante af que se da en los disolventes fiquidos, definido por 1,25 P (éste es el mdxima vafor
que puede tomar d y corresponde al de la sustancia en estado fiquido, r./r, = ). Ef segundo es un
efecto de estado, representado en la ecuacioén por rf/r, , que depende de la densidad del fluido y por
tanto de la presién y la temperatura. Como puede observarse, el poder disolvente de un fluido
supercritico es directamente praporcional a su dendidad, y varia con la presion y la temperatura en
la misma extensién que ésta. Esto contrasta marcadamente con ef comportamiento de los disolventes
fiquidos, para los que el pardmetro de solubilidad, y por tanto su poder disolvente, permanece prac-
ticamente invariable con los carnbios de presién y temperatura,

Didéxido de Carbono Supercritico

Otra ventaja adicional de la técnica SFE se produce cuando el fluido utilizado tiene la pro-
piedad de ser gas a presitn atmosférica (CO,, N,O, etc). En estos casos el agente extractor puede
dejarse escapar a la atmésfera tras la etapa de extraccidn, pudiendose recoger los analitos en un
pequefio volumen de disolvente. Esto permite Ilevar a cabo las extracciones sin utilizar préc-
ticamente disolventes orgdnicos, v obtener extractos finales listos para ser analizados sin nece-
sidad de efectuar posteriores etapas de concentracién.
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El diéxido de carbono, ademds de ser gas a presién atmos{érica, presenta otras importan-
tes ventajas practicas que han hecho que sea, con diferencia, el fluido mé4s utilizado en las apli-
caciones hasta ahora descritas de la técnica SFE. De entre ellas pueden destacarse las siguien-
tes: es inerte, no téxico, barato, puede adquirirse con un alto grado de pureza vy, tal como ya
s¢ ha comentado, adquiere €l estado supercritico a baja temperatura (31 °C) y a una presion de
facil manejo (73 atm). Realmente, la dnica desventaja que presenta el CO, frente a otros flui-
dos supercriticos es su caracter apolar, lo que hace que pueda no ser adecuado para extraer
analitos de elevada polaridad. Para la extraccidn de este tipo de compuestos podrian utilizarse
otros fluidos polares, tales como amoniaco o metanol; sin embargo, €stos presentan grandes in-
convenientes, como por ejemplo ser quimicamente reactivo y t0xico en el caso del amoniaco,

o presentar una elevada temperatura critica y ser liquido a temperatura ambiente en el caso del
metanol.

Fluidos Supercriticos Modificados

En la préctica, esta limitacién de los fluidos supercriticos no polares es usualmente supe-
rada mediante 1a adicién a éstos de pequefias cantidades de un disolvente orgdnico polar, que
recibe el nombre de «modificador» o coodisolvente. Asf, es muy comin utilizar diéxido de car-
bono modificado con pequefias cantidades de metanol para conseguir que las extracciones de
analitos polares lieguen a ser completas.

Hay dos razones fundamentales que justifican la accién del modificador. La primera estd
relacionada con los cambios que se producen en las propiedades del fluido supercritico modi-
ficado, el cual tendré diferentes pardmetros criticos y presentard cierta polaridad, por lo gue serd
mayor su poder disolvente. La segunda, ¥ quizds mds importante, estd relacionada con los efec-
tos que el modificador puede ejercer sobre la matriz de la muestra, pudiendo destacarse el de
favorecer la desorcién de los analitos adsorbidos en los centros activos de la matriz.

EXTRACCION CON FLUIDOS SUPERCRITICOS

Instrumentacion

La instrumentacion necesaria para realizar una extraccién con fluidos supercriticos es, en
principio, bastante simple (Figura 2). Bisicamente, el sistema de extraccién consiste en una bom-
ba de alta presion, una celda de extraccién, una zona en la que se produce la descompresién del
fluido, y por tltimo un sistema adecuado de coleccién de los analitos. En general, los sistemas
comerciales estin constituidos per bombas que permiten trabajar a presiones comprendidas entre
100 y 700 atm, siendo capaces de suministrar el fluido a presién y flujo constantes, y de man-
tener la presion seleccionada a lo largo de todo el sistema de extraccién. El extractor propia-
mente dicho consta de una o varias celdas de extraccién, donde se situa la muestra, y de un
sistema adecuado que permile fijar y mantener la temperatura del fluido durante toda la etapa
de extraccion. Las temperaturas usnales de trabajo oscilan entre 30 y 150 °C. El tamafio de las
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celdas de extraccién puede variar dmpliamente, aunque los voldmenes tipicos de las mismas
oscilan entre 0,5 y 10 mL, por lo que el tamaiio de la muestra en SEE suele ser considerable-

mente menor que los empleados en las extracciones convencionales de residuos de plaguicidas
en frutas y hortalizas.

La parte del equipo donde se produce la descompresién del fluido (restrictor) suele con-
sistir en un simple tubo capilar de pequeiio didmetro interno, metdlico o de silice fundida
(restrictor fijo), o bien en una serie de vdlvulas micrométricas que permiten controlar de for-
ma mecdnica el didmetro del orificio de salida del restrictor (restrictor variable). La tempera-
tura de la zona del restrictor también suele estar termostatizada con el fin de evitar que los
analitos extraidos precipiten dentro de él y lo obsturen, ya que cuando se utilizan fluidos que
son gases a presion ambiente (que es lo mds usual), la expansion de éstos durante el proceso
de descompresién produce un fuerte enfriamiento,

CELDA DE EXTRACCION
Muestra
8 + 8
" Fluido supercritico RESTRICTOR

GC | "on-line" | Fluido + Analito

HPLC j¢ - - - - -1
SFC
X
—» CO»
BOMBA
CO, ALTA .
PRESION Analito

SISTEMA DE COLECCION

FiGura 2
Esquema SFE.
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El disefio del sistema utilizado para recoger los analitos es un factor decisivo para conse-
guir gue las extracciones sean efectivas. Este puede consistir en un simple vial o tubo de ensa-
yo conteniendo un pequefio volumen de disolvente orgdnico, en el que se hace burbujear el
fluido a la salida del restrictor, o en sistemas més complejos, como aquellos que utilizan car-
tuchos de un material adsorbente enfriados criogénicamente. Una vez finalizado el proceso de
extraccién, los extractos obtenidos pueden pasar a ser analizados en el correspondiente siste-
ma cromatogrifico sin necesidad de realizar posteriores etapas de concentracién (Off-line SFE).

En SFE también existe la posibilidad de acoplar directamente el equipo de extraccién al
equipo cromatografico utilizado para el andlisis (On-line SFE). En este caso, los analitos extrai-
dos son transferidos y recogidos en el «loop» de inyecci6n, en una trampa térmica o adsorbente
situada antes de la columna, o incluso en la misma fase estacionaria en la cabeza de la colum-
na. En bibliografia pueden encontrarse descritas distintas aplicaciones de la técnica SFE aco-
plada «on-line» a cromatograffa de gases (GC), cromatografia de liquidos de alta resolucién
(ITPLC) y cromatografia de fluidos supercriticos (SFC). Esta posibilidad de acoplamiento «on-
line» representa, sin duda, otra ventaja de la técnica SFE frente a las extracciones convencio-
nales, va que permite una fécil autematizacién del proceso analitico completo. Ademds, el aco-
plamiento «on-line» es inherentemente mds sensible, ya que todo el analito extraido es intro-
ducido en el sistema cromatografico. No obstante, a pesar de estas ventajas del acoplamiento
«on-line», la aplicacidn de la técnica SFE al andlisis de residuos de plaguicidas, en la mayoria
de las ocasiones, se realizard en la forma «off-line», ya que en este tipo de anilisis, normalmente,
interesa analizar el extracto final en diferentes técnicas y/o pardmetros cromatogrificos, para lo
que es necesario mantener scparados los sistcmas de cxtraccién y determinacién,

Tipos de extraccion

La extraccién con fluidos supercriticos, al igual que las extracciones con disolventes liqui-
dos, puede llevarse a cabo de forma estética o de forma dindmica. En la forma estética, la cel-
da de extraccidn es presurizada con el fluido manteniendo cerrada la valvula de salida del
extractor. Una vez finalizada la extraceidn, dicha vélvula es abierta, pasando el fluido con los
analitos extraidos al sistema de coleccion. En el modelo dindmico, el fluido en estado
supercritico se deja fluir de forma continua a través de la celda de extraccién, manteniendo las
vilvulas de entrada y de salida del extractor abiertas durante todo el periodo de extraccién. En
este caso el flujo del fluido a través del sistema de extraccién viene fijade, fundamentalmente,
por la presién de trabajo y por las caracteristicas del restrictor (longitud y didmetro interno en
¢l caso de los restrictores fijos).

En principio, cabe pensar que la extraccién dindmica dé mejores y mds rapidas recupera-
. ciones, ya que con esta [orma de operacion, durante todo el proceso de extraccion, se produce
la continua renovacion del fluide que entra en contacto con 1a muestra, 1o que hace que sea di-
ficil que el fluido pueda llegar a saturarse. No obstante, el modelo estitico permite una mayor
penetracién del fluido en los poros de la matriz de 1a muestra, asi como el que se pueda alcan-
zar el equilibrio de reparto del analito entre la matriz y el fluido. Esta es 1a razon de que, en la
prictica, las extracciones suelan llevarse a cabo realizando una extraccion estitica, a la que sigue
un petfodo de extraceion dindmica (extraceidn estitica/dindmica).
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Anteriormente se ha mencionado que en determinadas aplicaciones puede ser necesario la
utilizacién de fluidos supercriticos modificados, En estos casos, 1a forma de adicionar el modificador
también puede ser realizada de formas diferentes. La forma mads sencilla consiste en afiadir el
meodificador directamente a la muestra inmediatamente antes de proceder a la extraccion (adicion
estitica). La otra posibilidad es utilizar un fluido previamente modificado (adicién dindmica), el cual
puede adquirirse en el mercado ya preparado, o bién puede prepararse «in situ», antes de iniciar la
extraccion, utilizando una segunda bomba de presién. Esta dlima forma de adicionar el modifica-
dor presenta la ventaja de permitir trabajar con una gran variedad de modificadores y la posibili-
dad de controlar 1a composicién de 1a mezela fluido/modificador,

Variables SFE

Cuando se quiere desarrollar un método SFE, ademds de seleccionar el agente extractor
{(fluido supercritico) adecuado para una determinada combinacién analito/matriz, es necesario
optimizar las diferentes variables que influyen en el proceso de extraccion y en el de coleccidn
de los analitos. Las principales variables a tener en cuenta son: densidad del fluido (presién y/
o0 temperatura), tipo de extraccién (dindmica, esttica}, volumen y velocidad del fluido o tiem-
po de extraccidon, modificador {tipo y forma de adicidn), caracteristicas de la muestra (tamafio
de particula, grado de humedad, etc.), tipo de restrictor, y sistema de coleccién (tipo y volumen
de disolvente o material adsorbente y disolvente de elucién, temperatura, etc.).

Tradicionalmente, la eleccion de las condiciones de extraccién ha estado condicionada por
la presion y la temperatura a la cual el analito presentaba un valor maxime de solubilidad en
el fluido supercritico utilizado. Sin embargo, tanto los modelos tedricos desarrollados para ex-
plicar el proccso SFE a cscala analitica, como muchos de los estudios experimentales que se han
realizado, han puesto de manifiesto que las limitaciones que presenta esta técnica para ser apli-
cada a algunos analitos/matrices (fundamentalmente analitos polares en matrices polares) estin
determinadas, no por problemas de solubilidad del analito en el fluido supercritico, sino més bién
por consideraciones de tipo cinético, determinadas a su vez por la forma en la que el analito se
encuentra inicialmente distribuido en la matriz de la muestra, y por la eficacia del fluido
supercritico para competir con el analito por los centros de adsorcién de la misma. Esto ha lle-
vado a que gran parte de las investigaciones que se realizan en la actualidad para llegar a in-
troducir la técnica SFE en el andlisis de residuos de plaguicidas en frutas y hortalizas, presten
una especial atencién a variables tales como tratamiento de la muestra antes de proceder a la
extraccidén, utilizacién de modificadores y temperatura, en base a su influencia sobre la cinética
del proceso de extraccion.

APLICACIONES DE LA TECNICA SFE AL ANALISIS DE RESIDUOS DE
PLAGUICIDAS EN FRUTAS Y HORTALIZAS

Las primeras aplicaciones de la técnica de extraccién con fluidos supercriticos se produ-
jeron en el campo industrial a finales de los afios setenta. En 1978 ya existia en Alemania una
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planta industrial para la produccién de café descafeinado, que utilizaba didxido de carbono
supercritico para la extraccién de la cafeina. Asi pues, la novedad de esta técnica no radica en
el propio desarrollo de misma, sino més bien en su aplicacidn a escala analitica, la cual empe-
z$ a adquirir importancia durante la segunda mitad de la pasada década.

Sin duda, el andlisis de plaguicidas ha sido una de las dreas donde la técnica SFE ha des-
pertado un mayor interés. Las particulares propicdadcs dc los fluidos supercriticos -en especial
las del CO, supercritico- ya han sido aprovechadas para llevar a cabo la extraccién de ciertos
plaguicidas de suelos y otras matrices sélidas con bajos contenidos en agua, habiéndose con-
seguido que estos andlisis sean ripidos y sencillos, baratos, con escaso impacto medioambiental,
y con grandes posibilidades de automatizacién y miniaturizacién. Sin embargo, estas ventajas
inherentes a la técnica SFE han sido escasamente aprovechadas en el andlisis de residuos de
plaguicidas en frutas y hortalizas, debido a las limitaciones que presenta la misma para ser
aplicada a muestras con elevados contenidos en agua y a analitos de elevada polaridad (como
algunos de los plaguicidas de mayor uso en la actualidad).

Muy recientemente, dichas limitaciones han sido parcialmente superadas por Hopper v
King, en la «Food and Drug Administration» (FDA} de Estados Unidos, y por Lehotay v Eller,
en el Departamento de Agricultura también de Estados Unidos. Estos investigadores han con-
seguido aplicar con éxito la técnica SFE al anilisis de diferentes plaguicidas en muestras de
patata, uva, zanahoria, brécol y lechuga, utilizando un material denominado Hydromatrix (65%
tierras de diatomeas, 35% silice cristalina) para preparar las muestras antes de la extraccién. No
obstante, en ambos casos, el método propuesto no fué adecuado para la extraccién de algunos
plaguicidas polares, como ometoato o metamidofos.

En este punto es preciso que me refiera con algo més de detalle al proyecto de investiga-
cién que el grupo de investigacion «Residuos de Plaguicidas» de la Universidad de Almeria estd
desarroliando sobre la aplicacién de la técnica SFE al andlisis de residuos de plaguicidas en hor-
talizas (proyecto financiado por la Comisién Interministerial de Ciencia y Tecnologia, CICYT:
ALI93-0589). Los estudios hasta ahora realizados nos han llevado a proponer un método SFE,
utilizando sulfato de magnesio anhidro en la etapa de preparacién de la muestra, que ha mos-
trado ser eficaz para la extraccién de plaguicidas polares y no polares de diferentes hortalizas.
Tanto el método desarrollado como los resultados obtenidos en las primeras aplicaciones del
mismo fueron dados a conocer el pasado mes de Julio en el «8th IUPAC Congress on Pesticide
Chemistry» celebrado en la ciudad de Washington. A continuacién expondré un resumen de
dichos resultados.

En la Figura 3 aparece un esquema del método SFE propuesto. La aplicacién del mismo
a muesiras de pimiento, pepino y tomate, fortificadas con metamidofos, metiocarb, clorpirifos,
clortalonil ¥ endosulfan, condujo a ta obtencién de recuperaciones superiores al 80 % en todos
los casos. Especialmente destacables son las recuperaciones obtenidas para metamidofos (Fi-
gura 4), ya que éste es unc de los plaguicidas mds polares que existen, con un valor de
solubilidad en agua del orden de 2 kg/kg y que, tal como ya se ha comentado, hasta ahora no
habia podido ser analizado mediante la aplicacion de la técnica SFE.
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20 g de muestra Mezclar y . Recoger en 3
triturada | morturar hasia Extraccién de 8 mL de acetato
mezcla seca y s lgéie m“?(si'l"'a de etilo
28 ¢ de MeSO, homogénea en celda de (volumen final
Rt e 7 (MUESTRA SFE) 10 mL ~ 1 mL)
GC-FPD/NPD +——
Diluir hasta 3
Dilucidn 1:1 mL con
con ciclohexano ciclohexano
©55¢g (llg
GCECD «——— muestra/mL) muestra/mL)
PREPARACION DE L.A CELDA CONDICIONES DE EXTRACCION
8g
muesira SFE _ |2g
| muestra SFE
lg |025g
Mg 504 | Mg504
Celda 10 mL Celda 2,5 mL

Ficura 3
Método propuesto (CICYT: ALI 93-0589).
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Extraccion de muestras de hortalizas fortificadas con Metamidofos, Condiciones SFE:

Pepino

Pimiento Tom ate
300 atm.

500 atm.

M 300atm/200uL MeOH

FiGura 4

Temperatura, 50°C,; Volumen CO,, 15 mL.
(Valverde Garcia A. et al., J, AQAC Int. 78, 867-873, 1995)
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Estos resultados, a pesar de ser excelentes, no son del todo concluyentes sobre la aplicabilidad
del método, ya que un gran mimero de trabajos sobre la aplicaci6n a escala analitica de la técnica
SFE han mostrado que las recuperaciones obtenidas sobre muestras fortificadas son, en general,
mayores que las obtenidas sobre muesiras reales, en las cuales €] analito puede estar mucho mds
fuertemente unido a la matriz de la muestra. Por tanto, el método propuesto fué ensayado sobre
muestras reales en las que previamente se habian determinado residuos de metamidofos y otros
plaguicidas. La mayor parte de estas muestras procedieron del programa de control de residuos
(1993) de la Asociacion de Productores-Exportadores de Productos Hortofruticolas de Almeria
(COEXPHAL), cuyo laboratorio participa al 50% en este proyecto de investigacion. En total fue-
ron sometidas a andlisis SFE 31 de estas muestras, en las que se habian determinado niveles de
metamidofos entre 1,59 y 0,08 mg/kg (utilizando las técnicas convencionales de andlisis) . El gra-
do de recuperacién medio obtenido para metamidofos en estas muestras reales («incurred samples»)
fué del 113% con un coeficiente de variacién del 26%.

Una de las muestras del programa de control de Coexphal, en la que se habian determinado
residuos de metamidofos (0,53 mg/kg) y endosulfan (0,09 mg/kg), fué analizada mediante el mé-
todo SFE propuesto, por triplicado y realizando dos réplicas de cada extraccion. Los resultados de
estos andlisis (Tabla 3) confirmaron que, cuando las muestras de hortalizas son previamente mez-
cladas con sulfato de magnesio, los residuos de plaguicidas de polaridad tan diferente como
metamidofos y endosulfan pueden ser eficientemente extraidos utilizando la técnica SFE.

TapLa 3
Niveles de Metamidofos y Endosulfan determinados mediante SFE* en una muestra real de
pimiento del programa de control de Coexphal (1993), en la que previamente se estableci
que contenia 0,53 mg/kg de Metamidofos y 0,09 mg/kg de Endosulfan mediante anilisis
convencional. (Valverde Garcia A. et al., J. AOAC Int. 78, 867-873, 1995)

Muestra Extraccién Metamidofos, mg/kg Endosulfan, mg/kg
SFE 300 atm 500 atm 300 atm 500 atm
A A 0,66 0,63 0,16 0,18

A, 0,79 0,66 0,15 0,14
B B, 0,73 0,56 0,09 0,14

B, 0.31 0.92 0.15 0.13
C C 0,56 0,08

C, 0,80 0,10
Media 0,73 0,69 0,12 0,15
cv. % 14 23 29 15

* Extraccion dindmica (1 min estitica), a la presidn indicada y 50 ° C, con 15 mL de CO, y 200 uL de metanol
como modificador estatico,
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El método de preparacion de la muestra, las condiones de extraccién y el sistema de co-
leccién utilizados en la metodologia SFE desarrollada son sencillos, baratos, y conducen, ade-
més, a la obtencidn de extractos finales listos para ser analizados mediante cnalquier técnica
cromatogrifica, sin necesidad de realizar una etapa adicional clean-up (incluso cuando se uti-
liza detector de captura de electrones). Esto, unido a los excelentes resultados obtenidos sobre
muestras de hortalizas reales, nos induce a pensar que la técnica SFE puede llegar a convertir-
se, en un futuro no muy lejano, en una de las técnicas preferidas para realizar los andlisis ruti-
narios de residuos de plaguicidas en frutas y hortalizas.

Antes de finalizar, debo mencionar que estas investigaciones sobre la aplicacion de la téc-
nica SFE al andlisis de residuos de plaguicidas en hortalizas fueron iniciadas en el transcurso
de una estancia realizada el pasado afio en la «National Food Administration» de Suecia, du-
rante la cual recibi el apoyo de todo el personal de dicho organismo, en especial el de Arne
Andersson y Birgit Olhin, a quienes quiero expresar aqui mi mas profundo agradecimiento.
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