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RESUMEN

El control de residuos téxicos (organicos
e inorganicos) es uno de los principales
puntos clave con vistas a la puesta en el
mercado de un aceite de oliva de calidad.
Para ello se estan desarrollando diferen-
tes metodologias basadas en técnicas
cromatograficas (residuos organicos) o
técnicas de espectroscopia atomica (resi-
duos metdlicos). En este trabajo se pro-
pone un método para la determinacion
de residuos de plaguicidas en aceite de
oliva. El procedimiento esta dividido en
tres etapas: extraccion liquido-liquido,
eliminacién de interferencias de la ma-
triz mediante cromatografia de geles y
determinacién mediante cromatografia
de gases-espectrometria de masas. Del
estudio de viabilidad del método en tér-
minos de exactitud y precisién se pue-
de concluir que éste puede ser utilizado
para el analisis rutinario de plaguicidas
en los laboratorios de control de calidad
del aceite de oliva. La metodologia pro-
puesta presenta notables ventajas con
respecto a otros métodos propuestos en
la bibliografia tales como simplicidad,
reduccion de consumo de reactivos y di-
solventes, y disminucion de riesgos para
el personal y el medio ambiente.

ABSTRACT

Controlling toxic residues of both or-
ganic and inorganic nature is one of
the keys to market-ing quality olive
oil. This challenge is being met by de-
veloping effective methodologies based
on chromatographic and atomic spec-
troscopic techniques for organic and
metallic residues, respectively. In this
work, we developed a new method for
the determination of pesticide residues
in olive oil. The operating procedure
involves liquid-liquid extraction, re-
moval of matrix interferences by gel
chromatography and determination of
the analytes by gas chroma-tography-
mass spectrometry. Based on its accura-
cy and precision, the proposed method
can be used for the routine analysis of
pesticides in olive oil quality control
laboratories. The method has some
advantages over existing alternatives
that include greater simplicity, reduced
consumption of reagents and solvents,
and lower personal and environmental
risks.
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1. INTRODUCCION

EI olivo de la variedad Olea europea, protagonista indiscutible en
la agricultura de todos los paises de la cuenca Mediterranea y su aceite
obtenido a partir de la aceituna (oliva virgen), tiene una composicion rica
en acidos grasos monoinsaturados (acido oleico) y un alto contenido en
componentes con naturaleza antioxidante, tales como los tocoferoles, (vi-
tamina E), presentando unas propiedades medicinales, nutritivas. Todas
estas bondades han sido demostradas cientificamente, lo convierten en un
producto natural iinico y en un componente habitual e imprescindible en
la dieta Mediterrdnea (Aparicio y Harwood, 2003).

Como todo cultivo, el olivo estd expuesto a una serie de plagas
que afecta a la calidad de la aceituna y a su vez a la del aceite. En la Tabla
1 se muestra la tolerancia de las distintas variedades de aceituna a las pla-
gas mas frecuentes. Para combatir la variedad de enfermedades que puede
sufrir y asi, asegurar la salud de la aceituna para garantizar la calidad que
como producto natural posee el aceite, el olivo se trata con compuestos
fitosanitarios entre ellos los plaguicidas. Es por ello, el interés de todos los
paises productores en tomar las medidas oportunas en cuanto a la periodi-
cidad, cantidad, tiempo de espera y en definitiva al control del empleo de
plaguicidas en los tratamientos agricolas, para conseguir una aceite exento
de residuos que no superen los limites establecidos por las distintas Institu-
ciones, y sea inocuo para la salud (Barranco et al., 1999).

La naturaleza de los plaguicidas empleados con el tiempo para el
tratamiento del olivar ha tenido que ser diferente a medida que cientifica-
mente se demostraban los efectos nocivos que ejercian sobre los seres vi-
vos. De esta manera, la composicion de los plaguicidas empleados a partir
de 1892 corresponden a compuestos organicos sintéticos, sin resultados
favorables, por ello, fueron sustituidos en 1939 por el DDT (dicloro-dife-
nil-tricloroetano), cuyo éxito estimul6 el desarrollo de otros componen-
tes organoclorados; éstos han sido utilizados sin control, hasta que se ha
demostrado, su persistencia en el medio ambiente (anos), su solubilidad
en los tejidos grasos y su falta de degradacion biolédgica, suponiendo una
bioacumulacién en el hombre (Ashrat-Khorassani, 1996). Esto ha lleva-
do al desarrollo de plaguicidas organofosforados, compuestos inhibidores
irreversibles de la enzima acetilcolinesterasa, (encargada de las transmisio-
nes neuroldgicas) en insectos garrapatas y mamiferos. Son altamente toxi-
cos, pero presentan una vida media corta (dias); ademas en los mamiferos
son metabolizados para producir en uno o dos dias productos inocuos, no
provocando una bioacumulacion en los tejidos animales. Pero la progre-
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siva resistencia generada por los insectos a estos compuestos, hace que se
tengan que aumentar las dosis usadas para eliminarlos y por tanto, que
el hombre se vea expuesto a intoxicaciones agudas. La introducciéon de
otro tipo de insecticidas, carbamatos, y piretroideos sintéticos (piretrinas),
disminuye el uso de los anteriores y dejan a unos productos que son ra-
pidamente biodegradables y no acumulables. Presentando la ventaja estos
altimos, de ser extraordinariamente efectivos contra las plagas requiriendo
menos dosis (Hajslova, 1999).

En los ultimos anos, los niveles de plaguicidas detectados en dis-
tintos alimentos vegetales, pescados, carnes, frutas han preocupado a la
comunidad cientifica y a los Organismos responsables sobre Seguridad Ali-
mentaria, tanto a nivel Internacional como Europeo, y a paises afectados
directamente por la presencia de estos componentes toxicos de alto riesgo
en la alimentacion humana.

La Organizaciéon Mundial de la Salud (WHO) y la Organizacion de
Agricultura y Alimentos (FAO) han estudiado la toxicidad de los plaguici-
das en alimentos y han establecido los limites maximos de residuos (LMRs)
de plaguicidas en alimentos (WHO, 1990a,b). La Comisién del Codigo Ali-
mentario de la FAO-WHO establecio los LMRs para residuos de plaguicidas
en aceitunas (FAO-WHO, 1996). Asi mismo la Unién Europea ha fijado
los niveles maximos de plaguicidas en alimentos, incluyendo aceitunas
(UE, 2001). También en Espana se ha establecido el limite méaximo de re-
siduos de plaguicidas en alimentos, incluidas aceitunas (BOE, 1994) y se
recomienda como limite maximo en aceite de oliva, cuatro veces el limite
maximo de residuos en aceitunas.

No obstante, la comunidad cientifica contintia desarrollando tra-
bajos de investigacion para establecer métodos de anélisis cada vez mas
sensibles, selectivos y rapidos que puedan ser empleados en el analisis de
rutina de los laboratorios de control y calidad de los aceites, para asegurar
el cumplimiento de las normas vigentes.

2. METODOS EXISTENTES EN LA BIBLIOGRAFIA SOBRE EL ANALISIS
DE PLAGUICIDAS EN ACEITE DE OLIVA

2.1. Métodos de pretratramiento de muestra

Como se vera en el apartado siguiente, los plaguicidas son prefe-
rentemente determinados por cromatografia de gases o cromatografia li-
quida en columna. Sin embargo, para poder realizar estas determinaciones
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en alimentos es necesario etapas previas de tratamiento de muestra con
vistas a diferentes objetivos: a) modificar la matriz de la muestra; b) extraer
los analitos de interés de la muestra; ¢) eliminar componentes co-extrai-
dos de la matriz para evitar su interferencias del analisis; y d) derivatizar
los pesticidas para facilitar la separacion/detecciéon (Ballesteros Tribaldo,
2004).

La mayoria de la metodologia usada para la determinacién de mul-
tirresiduos en aceite de oliva se basan en la extraccién con n-hexano o éter
de petroleo, seguida de una etapa de limpieza de los extractos (»clean-
up») y de la determinacion cromatografica (Lentza-Rizos y Avramides,
1995). Muchos de los procedimientos de »clean-up» se basan en el frac-
cionamiento del extracto mediante extraccion liquido-liquido (Hiskia et al.,
1998) o en la adsorcion sobre un solido tal como Florisil, alimina o gel de
silice (Ballesteros y Parrado, 2004; Tekel y Hatrik, 1996). En los tltimos
anos se ha desarrollado un nuevo procedimiento de cromatografia de ge-
les (GPC) para eliminacion de interferencias (Jongenotter et al., 1999). Las
columnas de GPC rellenas de un polimero poroso retienen las moléculas
mas pequenas que sus poros. Por ello las moléculas lipidicas, demasiado
grandes para penetrar a través del material poroso, no son retenidas, y son
eluidas en primer lugar de la columna (Rossi et al., 2001).

Tabla 1. Tolerancia® de los cultivos de olivo a las principales plagas

Dacus Liothrips Margaronia  Prays Saissetia
Oleae oleae Unionalis Oleae Oleae

(=)
=)

Arbequina
Blanqueta 0

Canivano blanco 1
Cafivano negro 0

Carrasqueno

Carrasqueno de Alcaudete
Carrasqueno de la Sierra
Cornezuelo

Cornicabra

Empeltre

Farga

Frantoio

Gordal sevillana
Hojiblanca

Lechin de Granada
Lechin de Sevilla
Manzanilla de Jaén
Manzanilla de Sevilla

(e}

O~ NOO OO OO — -
f—t
—
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Morrut

Negral 1

Nevadillo negro 2 2

Nevadillo blanco

Nevado azul 1 1
Oblonga

Pico limon 0 0

Picual 0 0 0
Picudo 0

Rapasayo 0
Verdial de Alcaudete 0
Verdial de Badajoz 1 0

Verdial de Huevar 1 0
Verdial de Velez-Malaga 2 0
Villalonga

O0=Tolerancia baja, 1=Tolerancia media, 2=Tolerancia alta

2.2. Métodos de determinacion

La cromatografia de gases (CG) o la cromatografia liquida en co-
lumna (CLC) son las dos técnicas que normalmente se utilizan para la de-
terminacién de multirresiduos de plaguicidas. Los detectores de CG usados
para este propdsito son ionizacion de llama, nitrégeno fésforo (Ballesteros
et al., 1996), captura de electrones (Ballesteros et al.,1993) y de fotometria
de llama. En los tltimos afos, el acoplamiento de la CG a un espectréme-
tro de masas (EM) resuelve los problemas de identificaciéon que tenian los
otros detectores (Barrek et al.,, 2003). La sensibilidad y selectividad en la
determinacion de plaguitas se puede mejorar mediante el uso del tandem
EM-EM que proporcionan los sistemas de trampas de iones (Sheridan y
Meola, 1999).

Por otro lado, los detectores de absorcion en el UV son los mas uti-
lizados en CLC para la determinacion de plaguicidas (Farran et al., 1990).
También se estan utilizando otros detectores tales como diodos en fila UV
(Tauler et al., 1996) y espectrometria de masas (Barrek et al., 2003).

Otras técnicas no cromatograficas se han aplicado a la determina-
cion de plaguicidas. Entre ellas cabe destacar la electroforesis capilar, asi Te-
geler y El Rassi (2001) han desarrollado un método para la determinacién
de carbamatos con limites de deteccion de 2.10° M. En la ultima década
también se estan utilizando técnicas de inmunoensayo (Nunes et al., 1998)
y biosensores (Xavier et al., 2000) para la cuantificacién de plaguicidas.

I CONGRESO DE
CULTURA DEL OLIVO

511



512

3. METODO PROPUESTO PARA LA DETERMINACION DE PLAGUICIDAS

Para la determinaciéon de plaguicidas se ha utilizado un croma-
tografo de gases con deteccion de espectrometria de masas (CG/EM) con
una columna capilar de 30 m. La separacion de fases de las muestras de
aceite se lleva a cabo mediante cromatografia de geles con una columna
rellena de polimero (Bio Beads SX 3).

El procedimiento de eliminacion de interferencias de la muestra y
determinacion se resume en la Figura 1. Este se divide en varias etapas: 1)
pesada de varios gramos de muestra de aceite y filtrado; 2) adicion de una
mezcla de n-hexano y acetonitrilo para llevar a cabo la extraccion liquido-
liquido; 3) secado del extracto y re-extraccion mediante un rotavapor; 4)
separacion de fases mediante cromatografia de geles; 5) preconcentracion
de la fase de plaguicidas; y 6) determinacion por cromatografia de gases
con deteccion por espectrometria de masas.

Preparacicn de muestra

g

Extraccidn liquido-liquido

4

Re-extraccion /Filtrado

g

“Clean-up”
Cromatografia de geles (6PC)

g

Preconcentracion

g

CG/EM/EM

Figura 1: Procedimiento seguido para la determinacion de plaguicidas en aceite de oliva
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Las formulas quimicas de los plaguicidas determinados mediante
el método desarrollado se representan en la Figura 2. También se incluyen
el tipo de plaguicida asi como el LD, (dosis mortal en mg/kg para el 50 %
de los individuos tratados con esta sustancia, ratas)

S CF;
S
c. N Ll ¢ NN OlPl(OCH ) N
~.~OP(OCH,CH,), sl N
L
C / al C Cl / CONH —
Clorpirifos Clorpirifos metil Diflufenican
Ireecticida no sistémico Insecticida no sistémico - E
orgarofasfarado organcfosforado Herbicida
LDey 1 135-163 LDgy = 3000 LDOgq > 2000
cl
4 a
c— NHCON(CH.), /\Q €l Ny NHCHACH,
—_— ¢ 0] | . .
Simazina
N N -
cl ) o Herbicida
Diuron cl 1,3,5riazina
Herbicida Cl Endosulfan alfa LDgy >5000
wrea Irsecticida/Acaricida NHCH_CH,
L Dgq ¢ 3400 orgaroclorado
LD, : 70
OCH.CH,
Q. Ny NHC(eH,),
Oxifuorfen | o
FC— 0 —NO. Herbicida N N Terbutilazina
diferil éter A Herbicida
Dy 5000 lL,SJSft;i;OZlier]a
CI 50
NHCH.CH,

Figura 2: Plaguicidas determinados en el método propuesto

3.1. Resultados

Se realiz6 un estudio de precision del método propuesto, para ello
se analizaron 11 muestras de aceite de oliva a las que se le habian anadido
0.1 mg/kg de plaguicidas. Los valores de la desviacion estdndar estaban
comprendidos entre 3.8 y 7.5 %. Los limites de deteccion en todos los ca-
sos fueron inferiores a 0.001 mg/kg.

Para realizar el estudio de la exactitud se afiadi6 concentraciones
de 0.01, 0.050 y 0.100 mg/kg de los plaguicidas a muestras de aceite de
oliva y se analizaron. Los valores de recuperacion eran en todos los casos
proximos al 100 %.

Finalmente el método que se ha propuesto se ha aplicado al ana-
lisis de 30 muestras de aceite de oliva virgen encontrandose algunos resi-
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duos de plaguicidas (simazina, clorpirifos, diflunican, terbutilazina, diurén
y endosulfan sulfato) en la mayoria de las muestras estudiadas como se
puede observar en la Tabla 2. No obstante los valores encontrados estan
por debajo de los limites maximos de residuos propuestos en la legislacion
para aceituna o para aceite (4.5 veces superior).

Tabla 2. Resultados obtenidos en el analisis de 30 muestras de aceite

de oliva

Plaguicida % Mues- Intervalo de LMR Aceituna LMR x

tras con concentracion resi- (mg/kg) 4.5 Aceite
residuos duos (mg/kg) (mg/kg)
Clorpirifos metil - - 0.05 0.225
Endosulfan alfa y - - 0.05 0.225

beta

Oxifluorfen - - 0.05 0.225
Simazina 7 0.01 —0.03 0.10 0.450
Clorpirifos 13 0.01 - 0.04 0.05 0.225
Diflufenican 20 0.01 —0.04 0.02 0.090
Terbutilzazina 40 0.01 —0.10 0.05 0.225
Diuron 93 0.02-0.15 0.20 0.900
Endosulfan sulfato 100 0.04 - 0.07 0.20 0.900

4. CONCLUSIONES

En este trabajo se ha propuesto un método para la determinacién
de residuos de plaguicidas en aceite de oliva basado en dos técnicas de
separacion: a) cromatografia de geles para la eliminacién de interferen-
cias producidas por la matriz de la muestra, y b) cromatografia de gases
acoplada a un espectrémetro de masas para la separacion, identificacion y
cuantificacién de los contaminantes. De los resultados obtenidos se puede
concluir que la metodologia propuesta simplifica notablemente a la exis-
ten en la bibliografia. Por otro lado se han conseguido una sensibilidad y
selectividad que hace viable el uso del procedimiento propuesto para la
determinacion de plaguicidas a niveles por debajo de los LMRs establecidos
por los Organismos Oficiales (FAO-WHO, 1996; UE, 2001; BOE, 1994).
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