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RESUMEN

En este estudio se evalu6 la eficiencia de
tres solventes organicos (acetato de etilo,
metanol y acetona) empleados como co-
solventes en la extraccion con fluidos su-
percriticos (EFS) de una mezcla de pla-
guicidas con diferentes caracteristicas
fisicoquimicas. Los anélisis se realizaron
por medio de cromatografia de gases con
deteccién simultdnea por microcaptura
electrénica (WECD) y nitrégeno-fésforo
(NPD) acoplados en paralelo. Se hicieron
extracciones a muestras de suelo fortifi-
cadas con los plaguicidas empleando di6-
xido de carbono supercritico (CO,SC)
como fase extractante a 35 °C y 14 MPa
adicionando 10 mL de cada cosolvente.
Se encontré que el metanol ofrece la ma-
yor eficiencia en el proceso de extraccién
obteniendo valores de recuperacion entre
51,24y 123,50%.

Palabras clave: plaguicidas, suelo,
extraccion, cosolventes, fluidos supercri-
ticos.

ABSTRACT

In this study, three organic solvents
(ethyl acetate, methanol and acetone)
were used as co-solvent in supercritical
fluid extraction (SFE) of a mixture of pes-
ticides with different physical and chemi-
cal properties present in soil. These pesti-
cides were determined by gas chromato-
graphy with electronic microcapture de-
tector («ECD) and nitrogen-phosphorus
detector (NPD), coupled in parallel. The
extractions were performed on spiked
soil samples using supercritical carbon
dioxide (CO,SC) as the extracting phase
to 35 °C and 14 MPa, using 10 mL of
each cosolvent and it was found that met-
hanol offers the greatest efficiency in the
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extraction process obtaining recovery va-
lues between 51.24 and 123.50%.

Key words: pesticides, soil, extrac-
tion, co-solvent, supercritical fluid.

RESUMO

No estudo se avaliou trés solventes org-
anicos (acetato de etila, metanol e aceto-
na), como co-solvente em a extracao com
fluido supercritico (EFS) de uma mixtura
de praguicidas com diferentes propieda-
des fisica e quimica (organoclorados, or-
ganofosforados, organonitrogenados e
piretréides) presentes no solo, determina-
das por cromatografia gaseosa com in-
jeccao pulsed splitless e deteccio simult-
anea por uECD e nitrogénio-fésforo
(NPD) acoplados em paralelo, as extrac-
oes foram realizadas em amostras de solo
fortificadas, usando didxido de carbono
(CO,), como a fase de extracdo a 35 °C 14
MPa, com 10 mL de cada solvente e cons-
tatamos que o metanol oferece a maior
eficiéncia da remocao de todos os pragui-
cidas e obter recuperacdo valores entre
51,24 ¢ 123,50%.

Palavras-chave: praguicidas, solo,
extracdo, co-solvente.

INTRODUCCION

El suelo es un cuerpo dindmico natural y
complejo que ocupa gran parte de la super-
ficie terrestre; se encuentra compuesto
principalmente por materia organica, mi-
nerales y organismos, y sirve de sustrato
para el crecimiento de las plantas. Las ca-
racteristicas del suelo varfan constante-
mente en funcién del clima, el material pa-
rental, la topografia, los organismos vivos
y el manejo que se le dé en los cultivos.
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Dado que el suelo es la base de 1a vida ve-
getal y animal, es importante estudiar la
presencia en el suelo de agentes quimicos
exogenos tales como fertilizantes, plagui-
cidas, coadyuvantes, entre otros (1, 2). La
presencia de plaguicidas en el suelo se
puede dar por distintas causas teniendo en
cuenta que este recibe la mayor parte de
los plaguicidas que se emplean en la pro-
teccidn de cultivos, llegando a €l por dis-
tintas vias como tratamientos directos, tra-
tamientos aéreos o por residuos vegetales
presentes después de la cosecha. Debido a
lo anterior surge la necesidad de desarro-
llar e implementar metodologias confia-
bles, rapidas y de bajo impacto ambiental
para el anlisis de residuos de plaguicidas
presentes en el suelo (1).

Dado que el suelo es una matriz com-
pleja y variable, una de las etapas de ma-
yor relevancia en el proceso de andlisis de
residuos de plaguicidas es el tipo de ex-
traccion empleado, ya que esta es una de
las etapas que més influye sobre los resul-
tados obtenidos, toda vez que recibe el
efecto de las caracteristicas propias del
suelo, tales como contenido de materia
organica, textura, humedad y pH, y otros
factores independientes del suelo, como
el tiempo transcurrido desde la aplicacion
y las propiedades intrinsecas del plaguici-
da (1, 3-5).

Actualmente, para efectos del analisis
de plaguicidas en suelos, existe una gran
variedad de métodos de extraccién que
incluyen tanto el uso de solventes como el
empleo de técnicas novedosas, como la
microextraccion en fase sélida. Cada uno
de estos procedimientos tiene ventajas y
desventajas, varias de ellas relacionadas
con costos, rapidez, selectividad e impac-
to ambiental, etc. (6-9).
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La extraccion con fluidos supercriti-
cos (EFS) comenz6 a emplearse en la dé-
cada de 1980, con el propdsito de analizar
residuos de plaguicidas presentes en sue-
los, aprovechando algunas de las propie-
dades que presentan estos fluidos, tales
como poder de solvatacion, alta difusivi-
dad, baja viscosidad y tension superficial
nula (10). En este sentido, el diéxido de
carbono supercritico (CO, SC) es uno de
los solventes méas usados en la EFS debi-
do a que posee caracteristicas considera-
das ideales: baja toxicidad, baja inflama-
bilidad, condiciones criticas bajas (7,38
MPay 31 °C), entre otras (8, 11, 12); sin
embargo, el uso de CO, SC puro en la ex-
traccion de residuos de plaguicidas es li-
mitado debido a su baja polaridad. No
obstante, distintos investigadores (5,
13-15) han evaluado el efecto de la adi-
cién de pequeiias cantidades de solventes
orgéanicos, empleados como modificado-
res, en la extracciéon de numerosos com-
puestos presentes en diferentes matrices.
En este trabajo se evalu¢ la eficiencia de
tres cosolventes, acetato de etilo
(AcOEt), acetona (Me,CO) y metanol
(MeOH) en la extraccion de plaguicidas
en suelo empleando CO, SC.

MATERIALES Y METODOS

Muestra y preparacion de suelo blanco

La muestra de suelo blanco, libre de pla-
guicidas, se tomé del horizonte superfi-
cial a una profundidad de 0-20 cm, en las
inmediaciones de la Universidad Nacio-
nal de Colombia, sede Bogota, el cual no
tiene historia de aplicacién de plaguici-
das, se sec6 a temperatura ambiente, se
eliminaron ramas, hojas y piedras y se ta-
miz6 por una malla No. 10 (2 mm U.S.
Standard Sieve Series). El suelo fue ca-

racterizado como un suelo franco arcillo-
so (20,88% arena, 46,88% arcilla y
32,24 % limo) con un bajo contenido de
materia organica (3,24%), con una hu-
medad de 4,04 % y un pH en suelo satura-
do de 5,29.

Materiales de referencia, reactivos
y soluciones

Los estandares de plaguicidas empleados
en este trabajo se obtuvieron del Dr.
Ehrenstorfer GmbH (Augsburg, Alema-
nia), cada uno con una pureza mayor al
95% . Las disoluciones madre se prepara-
ron a una concentracién aproximada a
500 ug/mL en acetato de etilo y se alma-
cenaron en frascos ambar a -20°C. La
mezcla de plaguicidas se preparé en ace-
tato de etilo, tomando diferentes volime-
nes de cada una de las soluciones madre
hasta obtener un rango de concentracio-
nes entre 1,6 ug/mL y 98,3 ug/mL. La
mezcla se almacend en frasco dmbar a
-20 °C. Los solventes empleados en este
estudio fueron acetato de etilo, acetona
(grado analisis de residuos) y metanol
(grado HPLC) proporcionados por J. T.
Baker®(México D.F., México) Los gases
empleados en la extraccién y en la deter-
minaciéon cromatografica fueron CO,
anaerobio, nitrégeno (N,) grado 5,0, hi-
drégeno (H,) grado 4,5 y aire sintético
seco; estos fueron proporcionados por
Criogas Colombia (Grupo Indura).

Instrumentos, equipos
y procedimientos

Obtencion de extractos

Las extracciones se llevaron a cabo en un
equipo de extraccion supercritica disefia-
do y ensamblado en el Laboratorio de
Alta Presion del Departamento de Quimi-
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ca de la Universidad Nacional de Colom-
bia (Figura 1). Este equipo se encuentra
configurado con reservorio de CO,, una
bomba neumdtica (Haskel® modelo
AGT-7/30, CA. USA), un resevorio-sa-
turador de cosolvente de 150 mL, una cel-
da de extraccion de 40 mL, un separador
de 50 mL, un controlador de temperatura
(WATLOW serie SD 31, MI, USA, + 1
°C) con termocupla tipo K conectada a
una resistencia de 300 watts que rodea la
celda de extraccion y valvulas de paso
(WHITEY series SS-1VS4 y SS-1VR4,
OH, USA) y mandmetros analogos
(BOURDON HAENNI, Venddme, Ce-
dex, France, 700 bar). Dicho equipo per-
mite hacer extracciones con CO, super-
critico adicionado con cosolventes en
modo estatico.

Las extracciones con cada cosolvente
se dividieron en dos grupos, extracciones
de blanco de matriz (sin plaguicidas, rea-
lizadas para identificar posibles interfe-
rentes) y extracciones de muestras blanco
de suelo fortificadas con los plaguicidas.
En cada caso se emplearon porciones de
10 g de suelo previamente tamizado. Las
muestras de suelo fueron fortificadas a las
concentraciones indicadas en la Tabla 1
(concentracion final de plaguicida en el
suelo en mg/kg) empleando 512 uL de la
mezcla de plaguicidas. Dicha fortifica-
cion se realiz6 dividiendo la muestra de
suelo en 6 partes; en el centro de cada una
se agregl, gota a gota, la mezcla de pla-
guicidas y posteriormente se homo-
geneizd con una espatula; una vez fortifi-
cada se dej6 evaporar el solvente al aire
durante 30 minutos.

Las condiciones de extraccion em-
pleadas para el blanco de matriz y mues-
tras fortificadas fueron a 35 °C, 14 MPa
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Figura 1. Equipo de extraccién supercritica. (1)
Reservorio de CO,, (2) bomba neumatica, (3) reser-
vorio-saturador de cosolvente, (4) celda de extrac-
cion de 40 mL, (5) separador de 150 mL, (6) Con-
trolador de temperatura, valvulas de paso (a-g) y
mandémetros analogos (h-j).

(en modo estatico). En cada extraccion
se empled 10 mL de cada uno de los co-
solventes (AcOEt, Me,CO y MeOH),
los cuales fueron ubicados en el reservo-
rio-saturador. El CO, fue burbujeado a
través de cada cosolvente con el fin de
saturarlo previo a su paso hacia la celda
de extraccion. Cada muestra fue someti-
da a cuatro etapas de extraccion cada una
de quince minutos para un total de una
hora de extraccion; en cada etapa se re-
colecto el extracto obtenido, y finalmen-
te se unieron para obtener el extracto fi-
nal; este se almacend a -20 °C hasta su
posterior analisis. El nimero de réplicas
de extraccion fueron dos para los blan-
cos de matriz y tres para las muestras
fortificadas.
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Tabla 1. Concentraciones finales de los plaguicidas en el suelo fortificado

Plaguicida mg kg! Plaguicida mg kg!
Captan 0,249 Clorpirifos 0,115
Diazinén 0,936 4,4°-DDT 0,082
Fenamifos 0,169 Diclorvos 0,916
y-HCH 0,098 Dimetoato 0,605
HCB 0,098 Endosulfan (@ +p) 0,180
Pirazofos 0,465 Malation 0,615
Deltametrina 0,082 Metalaxil 0,889
Tetradifén 0,293 Metamidofos 1,571
Iprodién 0,422 Monocrotofos 0,659
B-Ciflutrina 0,309 Metilparation 0,433
Diclofluanid 0,169 Profenofos 0,198
A-Cihalotrina 0,098 Cipermetrina 0,148
Permetrina 0,163 Fenamifos 3,356
Tebuconazol 1,588 Difenoconazol 1,246
Isofenfos 0,334 Propargite 5,031
Acefato 1,571 Heptenofos 0,892
Clorotalonil 0,214

Andlisis de extractos

Los extractos obtenidos se concentraron a
sequedad, cada uno por separado, se re-
constituyeron en AcOEt y se analizaron
en un cromatégrafo de gases HP6890
plus, equipado con un inyector automati-
co 7683 Agilent Technologies (Palo Alto,
CA., USA) y con control electrénico de
presion, dotado con un inyector (divi-
sion/sin divisién) conectado a un divisor
de flujo (Y) de borosilicato acoplado a
una columna capilar HP-5 (30 m, 0,32
mm d.i., 0,25 um), acoplada a un detec-
tor de microcaptura electrénica u-ECD®
Ni y con una columna capilar HP-50 (30
m, 0,32 mmd.i., 0,25 ym ), acoplada en
paralelo a un detector de nitrégeno-fosfo-
ro NPD. Las condiciones cromatografi-
cas empleadas en el analisis de los plagui-
cidas fueron las siguientes: volumen de

inyeccién 2 uL. en modo sin division, con
un pulso de presion de 65 psi durante 0,8
min; tiempo de purga de 0,6 min, flujo de
purga 40 mL min™' y temperatura de in-
yector de 256 °C. El gas portador fue ni-
trégeno. El programa de temperatura en
el horno fue de 52 °C (O min), a 100 °C, a
una velocidad de 4 °C min™; posterior-
mente la temperatura se incremento hasta
110 °C a 2 °C min™; a continuacion se
llevo hasta 130 °C, a una velocidad de 20
°C min™", luego hasta 195 °C a4 °C min™*
y finalmente se lleg6 a 280 °C a una velo-
cidad de 5 °C min™. El tiempo total del
analisis fue de 64,25 min. La temperatura
del detector u-ECD fue 310 °C, con un
flujo de gas auxiliar de 10 mL min™ (N,).
El detector NPD se trabajé a 330 °C con
flujos de gas auxiliar de 10 mL min™*, H,
de 3 mL min' y aire de 60 mL min".
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RESULTADOS Y DISCUSION

Evaluacion de la selectividad
y especificidad de la metodologia

En las Figuras 2a y 2c se muestran los resul-
tados obtenidos al analizar el extracto del
blanco de matriz utilizando MeOH como co-
solvente. Es evidente que para ninguno de
los detectores empleados se obtuvieron se-
fales significativas de los plaguicidas objeto
de estudio, por lo cual se puede afirmar que
el método utilizado es especifico. Por otra
parte, en las Figuras 2b y 2d se encuentran
los cromatogramas de una muestra fortifica-
da a las concentraciones indicadas en la Ta-
bla 1 y extraida con MeOH como cosolven-
te. Para evaluar la selectividad del método se
determiné la resolucién entre las sefales
cromatograficas obtenidas para cada plagui-
cida, encontrandose valores cercanos o su-
periores a 1,5; de otra parte, se comprob6
que las impurezas de la matriz no interfieren
con los analitos de interés. Por tanto, se pue-
de concluir que el método de anlisis resultd
ser adecuado para realizar los estudios de re-
cuperacion con el uso de AcOEt, Me,CO y
MeOH como cosolventes.

Influencia de los cosolventes
en la extraccion

La evaluacion de los resultados de cada
uno de los cosolventes se realiz6 determi-
nando los porcentajes de recuperacion
para cada uno de los plaguicidas bajo en-
sayo. La Figura 3a presenta un gréfico
comparativo de los resultados encontra-
dos con Me,CO y MeOH. En esta figura
se puede observar que ciertos compuestos
como heptenofos, acefato, metamidofos,
triflumuron y monocrotofos no fueron ex-
traidos con Me,CO, mientras que con
MeOH se obtuvieron recuperaciones su-
periores al 70%; este hecho puede atri-
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buirse a la mayor afinidad que tiene el
MeOH con estas sustancias, pues cada
una de ellas se caracteriza por presentar
polaridades relativamente altas. Por otro
lado, estos resultados concuerdan con di-
ferentes estudios en los que se emplea
MeOH en el proceso de extraccién de
moléculas de alta polaridad (12, 15).

En la Figura 3a también se aprecia que
compuestos como dimetoato, metalaxil,
fenamifos, tebuconazol y difenoconazol
presentan recuperaciones mayores al usar
MeOH con respecto a Me,CO; esto pone
en evidencia que el empleo de MeOH
como cosolvente mejor6 la eficiencia en
la extraccion. Este incremento en la tasa
de recuperacion se puede atribuir princi-
palmente a la interaccién que tuvo cada
plaguicida con el solvente, pues como se
observa, los compuestos que presentan
estructuras similares, como el difenoco-
nazol y el tebuconazol, manifestaron me-
joras en sus porcentajes de recuperacion
en la misma proporcion (12).

Por otro lado, en la Figura 3a se obser-
va que los porcentajes de recuperacion
obtenidos para los plaguicidas piretroides
y organoclorados son muy similares em-
pleando los dos cosolventes, e inclusive
la dispersion de los resultados se encuen-
tra dentro del mismo rango, a excepcion
de permetrina y cipermetrina. Ademas se
ve que con metanol como cosolvente, los
promedios de los porcentajes de recupe-
racion son mayores en todos los casos, y
este es un hecho que indica que la eficien-
cia en la extraccion no sélo es funcion de
la polaridad de las moléculas sino tam-
bién de muchos otros factores (12).

En la Figura 3b, se encuentran los por-
centajes de recuperacion de los plaguici-
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Figura 3. Porcentajes de recuperacion y coeficientes de variacién de los plaguicidas obtenidos en la extrac-
cién con CO,-SC-cosolvente de suelo fortificado, detectados por uECD y NPD (n = 3).

das restantes, y se puede observar que en
general los resultados hallados son simi-
lares para MeOH y Me,CO. Por otra par-
te, en las Figuras 3a y 3b se evidencia que
al emplear MeOH se presentan los mayo-
res porcentajes de recuperacién con los
coeficientes de variacion més bajos (ba-
rras de error), para todos los plaguicidas
hecho que reafirma que este cosolvente
ofrece los mejores resultados en el proce-
so de extraccion.
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En cuanto a los resultados establecidos
al usar AcOEt como cosolvente, se en-
contré que de los 32 plaguicidas analiza-
dos, 19 presentaron porcentajes de recu-
peracion inferiores al 40 %, mientras que
los compuestos restantes arrojaron coefi-
cientes de variacion superiores al 30%. A
partir de estos hechos se concluye que el
empleo del AcOEt como cosolvente no
resulta conveniente en las condiciones de
trabajo empleadas para el presente estu-
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dio. La baja eficiencia en la extraccion de
plaguicidas encontrada con AcOEt se
puede atribuir a diferentes factores como
(i) baja polaridad en comparacién a los
demas cosolventes, 1o cual limita la inte-
raccion que pueda tener la fase extractan-
te con los analitos; (ii) presencia de una
baja cantidad de AcOEt en el fluido su-
percritico o un bajo grado de saturacion,
que puede ocasionar un enmascaramiento
del efecto modificador, y (iii) una mezcla
no adecuada entre el AcOEty el CO, para
la extraccion de estos plaguicidas (16).

Finalmente, los resultados mostraron
que a medida que la polaridad del solvente
organico se incrementa (MeOH >
Me,CO > AcOET), los porcentajes de re-
cuperacion de los plaguicidas aumentan y
la dispersion de los resultados disminuye.

CONCLUSIONES

De los cosolventes empleados, el acetato
de etilo mostro los porcentajes de recupe-
racion mas bajos para los plaguicidas en
estudio, lo cual hace que el empleo de este
cosolvente en las condiciones de trabajo
del presente estudio resulte ser poco ade-
cuado. Por otro lado, al emplear acetona
como cosolvente se hallo6 que cerca del
65% de los plaguicidas presentan un por-
centaje de recuperacion superior al 60 %,
y el mayor coeficiente de variacion co-
rrespondi6 al 34,82 %.

Al emplear metanol, se encontrd que
solo clorotalonil y diclofluanid presenta-
ron porcentajes de recuperacion inferio-
res al 60 %, y los coeficientes de variacion
hallados resultaron ser los mas bajos de
los tres cosolventes empleados. En conse-
cuencia, el empleo de metanol como co-
solvente es la mejor alternativa para la ex-

traccion de los plaguicidas del presente
estudio en suelo.
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