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RESUMEN

Dentro del proceso de analisis de muestras, existen muchas técnicas vy
procedimientos por las que se hacen pasar la muestra antes de realizar la
determinacion del analito. Las técnicas de separacion son necesarias debido a que
las muestras son demasiado complejas y es fundamental la eliminacién de
interferencias para facilitar la determinacién del analito de interés.

Las técnicas utilizadas para la extraccién son: extraccion liquido-liquido, extracciéon
en fase solida, extraccion solido-liquido, microextraccién en fase sélida y la
extraccion con fluidos supercriticos (EFS).

Esta ultima técnica, al ser el objeto del trabajo, se explica mas detalladamente,
incluyendo sus generalidades, caracteristicas, tipos, procedimiento, ventajas y
desventajas e instrumentacion.

Ademas, se indican las numerosas aplicaciones de interés farmacéutico,
clasificdAndose en diferentes industrias como la agroindustria, la industria
farmacéutica y las aplicaciones de interés toxicoldgico.

También se comenta el desarrollo de la EFS desde sus inicios mostrando el nimero
de articulos en los que usa la EFS.

Aparte se mencionan otras aplicaciones que pueden tener los fluidos supercriticos
en el ambito farmacéutico como la cromatografia de fluidos supercriticos, la
cristalizacidn supercritica, la preparacion de polvos farmacéuticos y la aplicacién de
fluidos supercriticos en la solubilizacién de farmacos.

Finalmente se destacan las conclusiones a las que se han llegado sobre la extraccion

con fluidos supercriticos tras finalizar esta revisidn bibliografica.

Palabras claves: técnicas de separacidn, extraccién, extraccion con fluidos
supercriticos, EFS.



1. INTRODUCCION Y ANTECEDENTES

Los procedimientos de preparacion de muestras, utilizados generalmente por los
quimicos analiticos consumen, tanto tiempo como disolventes. Segin una encuesta
reciente, dos tercios del tiempo de analisis estd dedicado a la preparacion de
muestras, y este paso representa al menos un tercio del error generado durante la
ejecucion de un método de analisis. La mejora y la automatizacion de la etapa de
preparacion de muestras, por lo tanto, daran lugar a una reduccién en el tiempo de

analisis y una mayor fiabilidad de los resultados.

1.1. Técnicas de separacion

Las técnicas de separacion, y dentro de ellas las técnicas extractivas, son procesos
mediante los cuales el analito se separa de la matriz (Ferndndez et al., 2004)
eliminando asi las posibles interferencias e incrementando la concentracién del
analito.

La importancia de las técnicas de separacién en el proceso analitico se debe a que:
-Logran mejorar la exactitud mediante el aumento directo de la sensibilidad a través
del proceso de preconcentracion.

-Logran un aumento directo de la selectividad a través de la eliminaciéon de
interferencias.

En la Figura 1 se muestra un esquema de algunas de las técnicas de extraccién mas

usadas, que a continuacidn seran explicadas.

Extraccion Liquido - Liquido

Extraccion sdlido - liquido
Extraccion en fase sélida

Microextraccion en fase solida

Extraccion con fluidos supercriticos

Figura 1. Esquema de las técnicas de extraccion mds empleadas



1.2. Extraccion liquido - liquido.

Es un proceso de reparto en el que el analito se va a transferir desde una “fase liquida
A” a otra “fase liquida B”, inmiscible con la anterior, concentrandose el soluto en el
disolvente con mayor solubilidad.

Es una tecnica atil para purificar, separar, aumentar selectividad y preconcentrar.

La separacién de uno o mas analitos se suele realizar entre una disolucién acuosa (fase
acuosa) y otro disolvente inmiscible con el agua (fase orgdnica) con la ayuda de un
embudo de decantacién, como se muestra en la Figura 2.

La posicion relativa de ambas fases (arriba o abajo) depende de la relaciéon de

densidades (Valcarcel, 1999).

Figura 2. Embudo de decantacion usado en la extraccion liquido-liquido

1.3. Extraccion sélido-liquido: Soxhlet

Es un proceso ciclico de extraccion continua empleado para la extraccién de
compuestos organicos intensamente retenidos en muestras solidas. Para ello es
necesario el uso de tres piezas de vidrio: matraz, cuerpo intermedio con sifén y

refrigerante como se muestra en la Figura 3.



Cuerpo
intermedic™

Muestra —

Figura 3. Esquema del material necesario para la extraccion Soxhlet

Esta técnica presenta ventajas como la independencia del tipo de matriz y que la
muestra entra en contacto con el disolvente limpio varias veces favoreciendo la
transferencia. Pero también tiene inconvenientes como la necesidad de de gran
cantidad de disolvente, la evaporacidon del analito y el largo tiempo de ejecucién

(Valcarcel, 1999).

La preocupacion reciente sobre los peligros asociados con la mayoria de los disolventes
usados, los costos y peligros ambientales de la eliminacién de disolventes de desecho,
han llevado al desarrollo de métodos de extraccidn alternativas como la extracciéon en
fase sdlida (SPE), la microextraccidon en fase sélida (SPME) y la extraccion con fluido

supercritico (EFS), ya que estas técnicas si cumplen los principios de la quimica verde.

1.4. Extraccion en fase sélida

Proceso fisico en el que intervienen una fase sélida y un liquido. Esta separacion estd
basada en la afinidad del analito por una fase sélida, en la que queda retenido, como
se muestra en la Figura 4.

Los compuestos retenidos se eluyen posteriormente con un pequefio volumen de un

disolvente adecuado (Fernandez et al., 2004).



Esta técnica presenta ventajas como el uso de poco disolvente, la facil aplicacion y la
posibilidad de ser automatizada y desventajas como las bajas recuperaciones, la

obturacidn de los cartuchos y la limitacidn de compuestos para usarlos.
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Figura 4. Esquema del proceso de extraccion en fase sélida

1.5. Microextraccion en fase sdlida
Es una tecnica de extraccidn para compuestos organicos que se basa en la adsorcidn

de los analitos de la matriz por una fase solida inmovilizada sobre una fibra de silice

fundida, como se muestra en la Figura 5.
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Figura 5. Esquema del proceso de microextraccion en fase solida



Es una tecnica de extraccidn en la que no se usa disolventes, rapida, casi sin perdidas y
gue se puede acoplar a cromatografia de gases y HPLC. Las desventajas son el alto
costo, la fragilidad de la fibra y la limitacién a muestras liquidas o compuestos volatiles

(Fernandez et al., 2004).

2. OBIJETIVOS

e Poner de manifiesto la necesidad de los procesos de separacién de los analitos,
destacando los procesos de extraccion mas usados.

e Describir detalladamente la extraccidén con fluidos supercriticos: fundamento,
instrumentacion, procedimientos, ventajas e inconvenientes y aplicaciones.

e Hacer una revision critica de las aplicaciones de esta técnica en los ultimos
afios centrada principalmente en las de interés farmacéutico, ambiental y

alimentario.

3. METODOLOGIA

La realizacion de este trabajo se ha llevado a cabo mediante una busqueda de
bibliografia en diferentes fuentes de informacién como libros, bases de batos,
articulos cientificos y tesis doctorales.

En la primera parte se hace una breve introduccion de las técnicas de separacion
para la que se ha usado principalmente los libros “Toma y tratamiento de
muestras” de Fernandez et al. (2004) y “Principios de Quimica Analitica” de
Valcércel (1999).

La segunda parte se centra en la técnica de extraccién con fluidos supercriticos,
para la que se ha usado el libro “Extraccién con fluidos supercriticos en el proceso
analitico” de Luque de Castro et al. (1993).

Ademas, se complementé con numerosos articulos sacados de distintas bases de
datos, destacando Pubmed. Para la primera parte de generalidades vy

caracteristicas del proceso se hizo un cribado buscando palabras clave como el



nombre de la técnica tanto en espafiol como en ingles, siendo este idioma el que
mas resultados ofrecié. Para la segunda parte en la que se trata objetivo del
trabajo, se realizo un cribado mediante palabras claves como aplicaciones
farmacéuticas de la EFS, también en ambos idiomas. Para esta parte han sido
fundamentales los articulos “Aplicaciones de los Fluidos Supercriticos en la
Agroindustria” de Velasco et al. (2007) y “Supercritical fluid extraction: recent

advances and applications” de Herrero et al. (2010) entre otros.

4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. Extraccidon con fluidos supercriticos

4.1.1 Generalidades

Un fluido supercritico es un estado de la materia en la que se encuentra bajo
condiciones de presion y temperatura superior a su punto critico, en el que no se
pueden distinguir el estado gaseoso del estado liquido. En este punto el compuesto es
compresible, comportdndose como un gas y tiene la densidad de un liquido y por lo

tanto su poder disolvente (Luque de Castro et al., 1993).

En un diagrama de fases, como el de la Figura 6, las curvas de fusién, sublimacion y
vaporizacién muestran las zonas de coexistencia de dos fases. Tan solo hay un punto
de coexistencia de tres estados, el llamado punto triple (PT). El punto critico (PC) se
encuentra marcado al final de la curva del equilibrio liquido-gas, y el drea sombreada
indica la region de fluido supercritico. El punto critico de un compuesto se encuentra

en la intersecciéon de la temperatura y la presién critica (Bhimanagouda et al., 2009).

-Temperatura critica: Por encima de esta temperatura el componente gaseoso del

compuesto puro no puede ser licuado sin importar la presién aplicada.

-Presidn critica: Por encima de esta presion, el componente liquido del compuesto

puro no puede ser evaporado sin importar la temperatura aplicada.



Presion
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Figura 6. Diagrama de fases sdlido/liquido/gas. PT: punto triple, PC: punto critico, Pc: presion
critica, Tc: temperatura critica (Mendiola, 2008)

Tanto el punto triple como el punto critico son caracteristicos de cada sustancia. En la
Tabla 1 se pueden ver las condiciones de presidn y temperatura que definen el punto

critico de las sustancias mas estudiadas.

Tabla 1. Propiedades criticas de las sustancias mds comunmente empleadas en condiciones
supercriticas (Mendiola, 2008)

Compuesto Peso molecular Rresi(')n Terp_peratura E)Qnsidad
(g/mol) critica (bar) critica (°C) critica (g/ml)

Didxido de carbono 4401 72,0 31,1 047
Agua 18,02 2148 3742 0,32
Amoniaco 17,03 109,8 1325 0,23
Argon 3995 486 1224 0,73
Acetona 58,08 470 2350 0,28
Etanol 46,07 72,0 2434 0,28
Metanol 32,04 78,9 2390 0,27
Metano 16,04 46,0 -826 0,17
Etano 30,07 476 323 0,20
n-Propano 44 10 424 96,7 0,22
n-Butano 58,12 70,6 15620 0,23
n-Pentano 72,15 329 196,0 023
n-Hexano 86,16 30,1 2342 0,23
Dimetiléter 46,07 92,6 126,2 0,26
Dietiléter 7412 63,8 1936 0,27
Pirdina 79.10 56,3 3470 0,31




El fluido supercritico mdas usado es el didxido de carbono. Hay varias razones que lo
explican.

En primer lugar, el CO2 es barato y esta disponible comercialmente incluso con una alta
pureza. No es inflamable ni toxico, a diferencia de muchos disolventes orgdanicos. La
temperatura y presion critica son moderadas (31.1 °C y 72.84 atm). Estas condiciones
lo convierten en un disolvente adecuado para la extraccion de compuestos
termosensibles. Desde el punto de vista del proceso, al ser un gas a temperatura
ambiente es seguro de manejar y no deja residuos de disolvente en los productos
finales.

Pero también tiene desventajas, debido a que no es polar, la extraccion de analitos
polares puede ser un desafio. Esto se puede mejorar mediante la adicién de una
pequeiia cantidad de disolvente modificador polar o un agente tensioactivo (Mendiola,

2008).

4.1.2. Caracteristicas

Los fluidos supercriticos poseen unas propiedades fisicoquimicas Unicas que los hacen
atractivos como disolventes de extraccién (Tabla 2). Con respecto a la cinética, su
viscosidad es 5-20 veces menor que la de los liquidos ordinarios: los coeficientes de
difusidon de solutos son, en consecuencia, mayores. Esto proporciona claramente un
medio para extracciones mas rdpidas y eficientes en comparacién con fases liquidas

clasicas, debido a una penetracion mas rdpida y mas completa en las matrices sélidas.

Tabla 2. Valores de densidad, viscosidad y coeficiente de difusion para gases, fluidos
supercriticos y liquidos (Leyendecker et al., 1987).

Fluid Density Viscosity Diffusion
(gem ™) {Pa g) coefficient
(em? s7)
Gas (0.6-2) - 1073 (1-3)-107* 0.1-1,0
Supereritical fluid 0.2-0.9 (1-3)-10°* (0.1-5) - 107*
Liguid 0.6-1.6 0.2-3)-107* 0.2-3)10°°
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Desde un punto de vista termodinamico, los fluidos supercriticos tienen densidades
100-1000 veces mayores que los gases, lo que les da un poder de solvatacién mas
cercano a la de los liquidos. Ademds, su densidad esta estrechamente relacionada con

la presidn y, en menor extension, la temperatura (Figura 7).

Como la fuerza de extraccion de un fluido supercritico esta directamente relacionada
con su densidad (puede ser descrito por la correlaciéon empirica 6 = 1.25Pc 1/2 (pg / pl),
donde & es el pardmetro de solubilidad de Hildebrand, Pc es la presidn critica del
fluido, pg es la densidad del fluido supercritico, y pl es la densidad del fluido en su
estado liquido, la capacidad de solvatacién de un fluido supercritico hacia una especie
puede ser facilmente modificada cambiando la presion y/o la temperatura de
extraccién (Leyendecker et al., 1987).

Eso permite el ajuste de una gran escala de valores de densidad y la extraccidn

selectiva de compuestos variando la presion de extraccion.

0 1.0 10.0
PR

Figura 7. Variacion de la densidad en funcion de la presion y temperatura en las cercanias del
punto critico. PR, TR y Pr son las variables reducidas (PR=P/PC, TR=T/TC y pR=p/pC) (Mendiola,
2008).
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4.1.3. Instrumentacion

La instrumentacion requerida (Figura 8) para realizar una EFS exitosa estd disponible
comercialmente. El proceso comienza con una fuente limpia de fluido, que en la
mayoria de los casos es una botella de alta presion de CO2. Una bomba se usa para
aumentar la presion del fluido por encima de su presion critica. La presién de
extraccion de trabajo estd determinada por la densidad requerida para disolver los
analitos de interés de la muestra. La muestra esta contenida en la camara de
extraccién, que se calienta a la temperatura de extraccidon deseada por encima del
punto critico. El fluido presurizado es llevado a la temperatura adecuada por la cdmara
y se permite que fluya a través de la matriz de muestra para extraer los analitos.
Después de la muestra, el fluido cargado de analito fluye a un restrictor, que controla
la velocidad de flujo del fluido. El restrictor mantiene la alta presion del fluido en el
camara. En el restrictor, el fluido supercritico pierde su fuerza de solvatacién cuando
su presion cae a la presidn atmosférica. Después del restrictor, los analitos se pueden
recoger para el analisis posterior (Valverde, 1995).

El poder de solvatacion del CO2 se puede mejorar mediante la adicidon de una pequena
cantidad de disolvente modificador cuya pureza debe estar garantizada.

En el pasado, se han usado botellas de mezcla de CO2 que contenian un disolvente
modificador pero habia ciertas dudas respecto a la consistencia de la mezcla a lo largo
de la vida util de la botella. Actualmente se usan equipos con bombas modificadoras

especiales que dosifican y mezclan el disolvente modificador con el CO..

CFEL.DA DE EXTRACCION

Muecstra
i Fluido supercritico RESTRICTOR

GC }‘”on-]ine" Eluido + Analito

—» CO>

Analito

SISTEMA DE COLECCION

Figura 8. Esquema de la instrumentacion necesaria para la extraccion con fluidos supercriticos
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4.1.4. Proceso de extraccidn supercritica

Un proceso de extraccidn supercritica consta de 4 etapas (Gallego y Castaieda, 2004):
e Etapa de presurizacién
e Etapa de ajuste de temperatura
e Etapa de extraccién

e Etapa de separacion

La forma en la que opera el sistema se resume a continuacién. El material a extraer se
carga dentro de la cdmara de extraccion. Una vez que este listo se hace pasar el fluido
supercritico dentro de la cdmara de extraccion mediante una bomba, presurizandose
hasta alcanzar la presién y la temperatura por encima del punto critico. Aqui el
disolvente entra en contacto con los componentes de la matriz, solubilizando y
arrastrando los componentes afines. El fluido, cargado de analito, fluye a el restrictor,
donde se produce la descompresion del fluido cambiando éste de fase y separandose

de los componentes disueltos para poder ser recuperados (Valverde, 1995).

Para que las extracciones sean efectivas hay que tener en cuenta un factor muy
importante como es el disefio del sistema usado para la recogida de los analitos. La
extraccién off-line consiste en un tubo de ensayo o vial, el cual contiene un pequefio
volumen de disolvente organico, en el que el fluido, al salir del restrictor, burbujea.
Con este tipo de extraccidn no es necesario realizar etapas de preconcentracién, ya
que los extractos obtenidos se pueden analizar en el correspondiente sistema

cromatografico.

En la extraccidn on-line los analitos extraidos son trasladados y pueden ser recogidos
en diferentes sistemas como “bucle” de inyeccién, trampa de termodesorcién o la fase
estacionaria en la cabeza de columna. En este tipo el sistema cromatografico se acopla
directamente al equipo de extraccion. Los sistemas usados pueden ser la
cromatografia de gases (GC), la cromatografia liquida de alta resolucién (HPLC) v Ia
cromatografia de fluidos supercriticos (CFS). Gracias a este acoplamiento la
automatizacion del proceso es mas facil y mas sensible, ya que todo el analito que se

ha extraido pasa al sistema cromatografico (Valverde, 1995).
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4.1.5. Ventajas y desventajas
Algunas de las ventajas y desventajas de la extracciéon con disolventes supercriticos en

comparacion con los métodos convencionales se resumen en la Tabla 3 (Lang et al.,

2001).

Tabla 3. Principales ventajas y desventajas de la EFS

Ventajas

Desventajas

Debido a su baja viscosidad y alta
difusividad, el fluido supercritico puede
penetrar dentro de un sélido poroso con

mayor facilidad, lo que resulta en una
extracciéon mas rapida.

Debido a la naturaleza del proceso se
requieren presiones elevadas para llevar
a cabo la extraccion.

La disolucidn del fluido supercritico es
controlado en funcién de la presién y/o
temperatura.

Alto costo debido a la inversion para el
equipo y mantenimiento.

En la extraccién supercritica se hace pasar
fluido fresco a través de la muestra
continuamente.

La compresion del solvente requiere
medidas elaboradas de recirculacion para
reducir los costos energéticos.

Los fluidos supercriticos son facilmente
recuperados del extracto mediante
despresurizacién.

Disuelven pocos compuestos no polares.

Los compuestos termolabiles pueden ser
extraidos sin dafio alguno debido a las
bajas temperaturas empleadas.

El uso de modificares puede alterar la
polaridad del CO2, pero pueden quedar
en el extracto necesitando un proceso de
separacion posterior.

La extraccidn supercritica utiliza
disolventes no hostiles con el medio
ambiente.

El fluido supercritico puede ser reciclado
o reusado, minimizando la generacién de
desperdicios.

Debido a la preocupacion por el medio ambiente, la extraccién con fluidos
supercriticos muestra excelentes oportunidades para lograr los objetivos claves de la
“quimica verde”. Este término se refiere al disefio de productos y procesos quimicos
gue reducen o eliminan el uso o producciéon de sustancias peligrosas para el medio
ambiente. Esta metodologia cumple varios objetivos como la disminucion del uso de

disolventes y que éstos sean lo mas inocuos posible.
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4.1.6. Tipos de EFS

La extraccion con fluidos supercriticos, al igual que las extracciones con disolventes
liquidos, puede llevarse a cabo de forma estatica o de forma dindmica. En la forma
estatica, la celda de extraccion es presurizada con el fluido manteniendo cerrada la
valvula de salida del extractor, una vez finalizada la extraccion, dicha valvula se abre,
pasando el fluido, con los analitos extraidos, al sistema de coleccidon. En el modelo
dinamico, el fluido supercritico se deja fluir en forma continua a través de la celda de
extraccién, manteniendo las valvulas de entrada y de salida del extractor abiertas
durante todo el periodo de extracciéon. En este caso el flujo del fluido a través del
sistema de extraccién viene fijado, fundamentalmente, por la presién de trabajo y por
las caracteristicas del restrictor (longitud y didmetro interno en el caso de los
restrictores fijos) (Chafer et al., 2005).

En principio, cabe pensar que la extraccién dindmica dé mejores y mas rdpidas
recuperaciones, ya que con esta forma de operacion, durante todo el proceso de
extraccién, se produce la renovacién continua del fluido que entra en contacto con la
muestra, lo que hace que sea dificil que el fluido puede llegar a saturarse. No obstante,
el modelo estatico permite una mayor penetracién del fluido en los poros de la matriz
de la muestra, asi como que se pueda alcanzar el equilibrio de reparto del analito entre
la matriz y el fluido. Esta es la razon de que, en la practica, las extracciones suelan
llevarse a cabo realizando una extraccidn estdtica, a la que sigue un periodo de

extraccion dindmica.

4.1.7. Optimizacion de las condiciones de extracciéon

Los dos parametros basicos en EFS son la recuperacion de extraccion (la proporcién de
la cantidad de soluto extraido con respecto a su cantidad inicial, generalmente
expresado como un porcentaje masivo) y la tasa de extraccidon (recuperacién de
extraccién por unidad de tiempo a una determinada velocidad del fluido supercritico a
través de la célula).

La realizacion de la extraccion de un determinado soluto de una matriz necesita la
optimizacién de varios parametros, de los que destacan la presion, la temperatura, la
posible adicién de un modificador organico para el fluido, la velocidad de flujo y el tipo

de matriz
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e Influencia de presion

La presion del fluido es el parametro principal que influye en la recuperacién de la
extraccién. Una elevacion de esta presidon a una temperatura dada da como resultado
un aumento en la densidad del fluido (Figura 9), lo que significa una mejor solubilidad
de los solutos. En consecuencia, a mayor presién de extraccidon, menor es el volumen
de fluido necesario para una extraccién dada. Sin embargo, una presién alta no es
siempre recomendada para matrices complejas debido a la mayor solubilidad de los
solutos cuando la presion es elevada; por lo tanto, el extracto puede volverse muy
complejo y, en consecuencia, su analisis resulta muy dificil. Por otro lado, se debe

tener en cuenta que la presencia de solutos coextraidos puede cambiar drasticamente

el nivel de solubilidad del soluto de interés (Camel et al., 1993).
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Figura 9. Diagrama de densidad en funcion de la temperatura y la presion (Camel et al., 1993)
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e Influencia de la temperatura

A una presidon constante, la densidad del CO2 disminuye cuando la temperatura
aumenta. Este efecto es mas pronunciado a medida que aumenta la compresibilidad,
como se muestra en la Figura 9. La temperatura también afecta a la volatilidad del
soluto.

Para un soluto no volatil, una temperatura mas alta daria como resultado una menor
recuperacién de extraccién debido a una disminucion en la solubilidad.

Por otro lado, para un soluto volatil, hay una competencia entre su solubilidad en CO2
(que disminuye a medida que la temperatura aumenta) y su volatilidad (que aumenta

al aumentar temperatura) (Camel et al., 1993).

e Influencia de la velocidad del fluido

La velocidad del fluido supercritico que fluye a través de la célula tiene una gran
influencia en la eficiencia de la extraccidn. Cuanto mas lenta es la velocidad del fluido,
mas profundamente penetra en la matriz. La velocidad del fluido puede ser expresado
por la velocidad lineal, que depende fuertemente de la velocidad de flujo y la
geometria de la celda.

Para una célula de extraccion dada, la velocidad de flujo se puede cambiar facilmente
mediante el uso un nuevo restrictor con un didmetro interior diferente. La disminucién
de la tasa de flujo da como resultado una menor velocidad lineal y generalmente
mayores recuperaciones de extraccién (como resultado de un contacto prolongado

entre el fluido supercritico y la muestra) (Camel et al., 1993).

e Adicion de un modificador

La baja polaridad del CO2 limita su uso a la extraccidon de solutos relativamente apolar,
o moderadamente polares. Por lo tanto, se agrega una pequefia cantidad de un
disolvente orgdnico polar (metanol, acetonitrilo, agua, etc.), Ilamado "Modificador", al
fluido supercritico para la extraccién de solutos mas polares.

La naturaleza del modificador depende de la naturaleza del soluto a extraer. Un punto
de partida razonable consiste en seleccionar un modificador que sea un buen

disolvente en su estado liquido para el analito de interés.
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Cabe sefalar que la adicién de grandes cantidades de modificador puede cambiar
considerablemente los pardmetros criticos de la mezcla. Como resultado, mezclas
binarias de diéxido de carbono y un disolvente orgdnico a menudo se utilizan en un
estado subcritico, donde los coeficientes de difusion son mas pequefios que en un
estado supercritico.

La Figura 10 muestra el efecto del agregado de un modificador sobre la solubilidad de
aceite de palma en CO:2 supercritico. A presiones cercanas a 20 MPa, la solubilidad del
aceite en CO2 aumenta casi nueve veces cuando se utiliza 10% de etanol como
modificador. Para lograr el mismo grado de extracciéon que con CO2 puro, el agregado
de etanol permite reducir las presiones requeridas entre un 30 y un 40% (Bharath et

al., 1992).

Solubilidad de aceite de palma en CO,
(% masico)
=
|
|
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] . o 4
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5 10 132 20 25 30 35 40
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Figura 10. Solubilidad de aceite de palma en CO, en funcion de la presion. (e) sin modificador y
(o) con 10% de etanol (Bharath et al., 1992)

e Influencia de la naturaleza de la matriz

Factores como el tamano de particula, forma, area superficial, porosidad, humedad,
nivel de solutos extraibles y la naturaleza de la matriz afectaran a los resultados
analiticos. De la misma manera, las interacciones entre solutos y sitios activos de la

matriz pueden necesitar condiciones de extraccion estrictas.
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4.2. Aplicaciones de interés farmacéutico

La EFS es una técnica muy usada en los procesos industriales de extraccion desde hace
varias décadas, especialmente en la industria agroalimentaria (49%), como se puede
observar en la Figura 11. También es ampliamente usada en el sector quimico (27%) y
el farmacéutico (20%). Estas aplicaciones se comentaran seguidamente exponiendo

varios ejemplos dentro de cada sector.

| Agroalimentarias

H Quimicas

2 27%

O Farmacéuticas

1 Polimeros

@ Instrumentacion

20%

Figura 11. Porcentajes del uso de la EFS en los distintos sectores industriales (Mendiola, 2008)

4.2.1. Aplicaciones en la industria agroalimentaria

La EFS tiene diversas aplicaciones en la industria agroalimentaria como son: el
fraccionamiento y la extraccion de aceites y grasas, la extracciéon de antioxidantes

naturales, la extraccidn de alcaloides, aromas y especias

-Extraccion y fraccionamiento de lipidos

La EFS es una buena alternativa respecto a los disolventes orgdanicos para la extraccion
y fraccionamiento de aceites vegetales por sus ventajas como no ser toxico ni dejar
residuos, asi como su capacidad de extraer selectivamente determinadas sustancias al
modificar la presidon y temperatura. Pero la principal ventaja es la obtencidn de aceites

de calidad libres de fosfolipidos y glicolipidos, menor contenido en hierro, claros y
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desodorizados (Tilly et al., 1990). En la Tabla 4 se pueden observar algunos ejemplos

de extraccion con fluidos supercriticos de aceites y lipidos.

Tabla 4. Aceites y lipidos extraidos con CO, supercritico (Velasco et al., 2007)

Materia Prima Principio Activo Condiciones de
Extraccion
T ("C) P (bar)
Lupulo (Humulus lupulus L.) Acidos- alfa 40 - 60 120 - 280
Nuez Moscada (Myristica fragans H.) Aceite 23 90
Hinojo (Foeniculum vulgare M.) Aceite 40 - 50 200 - 900
Triglicéridos
Avellana Aceite 40-60 300-600
Nuez Moscada Aceite 50-70 150-300
Hinojo Triglicéridos 40 300
Salvado de Arroz Acidos grasos 50-60 100-400
libres
Pimienta Triglicéridos 35-65 220-500
Cacao Triglicéridos 70 200-400
Pimienta Triglicéridos 40 120-200

-Extraccion de antioxidantes naturales

Se ha aumentado el uso de antioxidantes naturales debido a las restricciones legales y
el rechazo de consumidores a los antioxidantes sintéticos, asi como los acidos
fendlicos, flavonoides y tocoferoles (lbafiez et al., 2000). En la Tabla 5 se pueden
observar algunos ejemplos de antioxidantes naturales extraidos con fluidos

supercriticos a partir de diferentes materias primas.

-Extraccion de alcaloides, aromas y especias

Uno de los campos mas desarrollados a nivel industrial es la obtencién de ingredientes
como alcaloides, aromas y especias para la agroindustria, perfumes y cosmética. En la
Tabla 6 se pueden observar algunos ejemplos de aceites esenciales, especialmente,

pero también de alcaloides, colorantes y especias extraidos con fluidos supercriticos.
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Tabla 5. Antioxidantes naturales extraidos con CO, supercritico (Velasco et al., 2007)

Materia Prima Principio Condiciones de
Activo Extraccion

T (°C) P (bar)

Cascara de pistacho (Pistachia vera) Antioxidante 35-60 101 -
355

Rizomas de Ginger (Zingiber officinale Gingerol 20-40 150 -
R.) 200
Rizomas de Ginger (Zingiber officinale Gingerol 20-40 100 -
R.) 300

Rizomas de Ginger (Zingiber officinale Gingerol 20-35 200 -
R.) 250

Romero (Rosmarinus officinalis L.) Antioxidante 40 - 60 100 -
400

Semillas de Cilantro (Coriander sativum) Antioxidante 58 -85 116 -
280

Yerba Buena (Hierochloe odorata) Antioxidante 40 250 -
350

Tabla 6. Alcaloides, aromas y especias extraidos con CO, supercritico (Velasco et al., 2007)

Materia Prima Principio Condiciones de
Activo _Extraccion
T('C) P (bar)

Anis (Pimpinella anisum L) Aceite esencial 30 80 -180

Bulbo de Clavo (Eugenia caryophillus) Aceite esencial 50 90-120

Bulbo de Clavo (Eugenia caryophillus) Aceite esencial 10 - 66 - 100
35

Eucalipto (Eucalyptus tereticornis) Aceite esencial 10 - B6.7-78.5
25

Manzanilla (Chamomilla recutita L.) Aceite esencial 30 - 100 - 200
40

Fimienta (Lippia sidoides C.) Aceite esencial 10 - 66.7 - 88.5
25

FPimienta Negra (Fiper nigrum L) Aceite esencial 30 - 150 - 300
50

Romero (Rosmarinus officinalis L.) Aceite esencial 38 - 100 - 160
48

Tomillo (Thymus vulgaris) Aceite esencial 40 200

Semillas de Guarana (Paullinia cupana | Alcaloide 40 - 100—-400

M) 70

FPalma (Lat. palum) Alcaloide 40 - 207-483
80

Fimienta (Capsicum annuum L.) Capsaicinoides 40 120 - 320

Carcuma (Curcuma longa L.) Colorante 45 250 - 300

Stevia (Stevia rebaudiana B.) Glacidos 30 200 - 250
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4.2.2. Aplicaciones en la industria farmacéutica

Los principales usos de los fluidos supercriticos en la industria farmacéutica incluyen
procesos como la ingenieria de particulas y cristales (Byrappa et al., 2008), formacién
de complejos con ciclodextrinas (CD), revestimiento, espumacion e ingenieria de
tejidos, reacciones enzimaticas en medios supercriticos, produccidon de liposomas,
purificacion de excipientes farmacéuticos, esterilizacion, eliminacién de disolventes
(Pasquali y Bettini, 2008), separaciones enantioselectivas (Izake, 2007) y, por supuesto,
extraccién y purificaciéon de principios activos a partir de materias primas y de medios

de reaccion sintéticos.

En términos generales, el uso principal de fluidos supercriticos en productos
farmacéuticos trata de la extraccion de compuestos bioactivos de una mezcla
(purificacion de reacciones, cuantificacion de enantidmero activo, extraccién de

matrices naturales...) o con la extraccidn de la matriz (Tabla 7).

Tabla 7. Compuestos bioactivos y de interés extraidos con CO2 supercritico (Herrero et al.,
2010)

L . Condiciones de
Materia prima Componente de Actividad . .
. . extraccion
interés
T(2C) P(Bar)
Cynanchum Paeonol Antiinflamatorio 55 150
paniculatum antidiabetico
Cucscutareflexa Cumarina Antifungico 55 248
Zingiber corallinum Aceite esencial Antipirético 30 100
Matricaria Aceite esencial Antiinflamario 40 250
chamomilla Antiespasmaodico
Nigellasativa Aceite esencial Antimicrobiano a0 400
Viscum album Cito téxico Anticanceroso 35 350
Hippophae Componentes Antitrombotico
rhamnoides relacionadosconla &0 450
coagulacion
Valerianaofficinalis | Acidovalerénico Tranguilizante 37 360
Spirulina platensis VitaminaE Antioxidante 83.3 220
Acidoy- linolénico Antimicrobiano 40 400
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La separacidén quiral es un tema muy importante para la industria farmacéutica. La
aplicabilidad de SFE como una técnica efectiva y verde para las enantioseparaciones se

conoce desde finales de los afios 90.

En estos procesos, se forman sales diastereoméricas o complejos de compuestos
racémicos y agentes de resolucion antes de la etapa de extraccién. El agente de
resolucién seleccionado se agrega en una relacion estequiométrica menor que al
compuesto racémico. Los enantidmeros que no han reaccionado se extraen con el
disolvente supercritico y se recogen como un polvo después de la despresurizacién de
la solucién (Molnar et al., 2008). Por ejemplo, Molnar et al. (2008) informaron una
resolucién nueva y simple para los enantidmeros de trans-1,2ciclohexanodiol por
formacién de complejo diastereomérico con acido tartdrico y posterior extraccion con

fluido supercritico.

4.2.3. Aplicaciones de interés toxicologico

Existen varios compuestos con serias implicaciones para la salud, cuya determinacién
puede hacerse usando la EFS, las principales areas de aplicacion incluyen toxicologia y
ecotoxicologia de los alimentos. Ademas, la Enviromental Protection Agency (EPA) ha
adoptado la EFS como método de referencia para extraer Hidrocarburos del Petréleo
PAH (hidrocarburo aromatico policiclico) y PCB (policloruro de bifenilo) a partir de

matrices ambientales sélidas.

La EFS se ha utilizado recientemente para extraer organofosforados de diferentes
materiales vegetales (Fidalgo-Used et al., 2007), y también se han publicado varias
aplicaciones analiticas relacionadas con la extraccion de organofosforados de
diferentes tejidos animales. Como se muestra en la Tabla 8, la EFS se usa para medir
contaminantes en sedimentos. Es importante cuantificar el impacto de las actividades
humanas en el medio ambiente, y los suelos y sedimentos son buenos marcadores de

este impacto.
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Tabla 8. Componentes toxicos extraidos con COZ2 supercritico (Herrero et al., 2010)

Matriz Componente de interés Condiciones de extraccion
T(2C) P(Bar)
Melon Insecticidas 50 300
Sedimentos PCB 40-100 365
Leche yplasma Orbifloxacino 60-150 250-320
Aceite de pescado Dioxinasy PCB 70 300
Suelos Artemisina 50 300
Suelosindustriales PAH 50 300
envejecidos
Tejidos de cerdo Fluoroguinolonas 80 300

4.3. Desarrollo de la EFS a lo largo del tiempo

La EFS es una técnica que se ha desarrollado ampliamente en los ultimos afios debido a
la posibilidad de analizar distintos tipos de muestras y su respeto por el
medioambiente. La Figura 12 muestra de manera grafica el numero de articulos
publicados por afio que ha tenido esta técnica. Se puede observar, en la misma, un

aumento progresivo hasta la actualidad del nimero de articulos publicados.
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Figura 12. Numero de articulos por afio sobre EFS en Pubmed
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Aios 1972 a 1987
El primer articulo publicado sobre la extraccion con fluidos supercriticos fue en el afio
1972. En estos anos solo se encuentran el 0.65% de los articulos (19) sobre EFS ya que

la técnica no estaba desarrollada aun.

Anos 1988 a 1999
En esta década se produce un aumento respecto a los afios anteriores del uso de esta

técnica debido a su desarrollo. En estos afios se concentran el 14,15% de los articulos

(410).

Aiios 2000 a 2010
En esta década es sin duda donde se produce el auge del EFS ya que se perfecciona la
técnica y se encuentran multitud de aplicaciones. Esta década contiene el 43.13% de

los articulos (1250).

Anos 2011 a 2018
Durante estos afios se sigue la misma tendencia de aumento, solo que con aun mas
velocidad, ya que en tan solo 7 afios hay casi los mismos articulos que la década

pasada (1219), conteniendo el 42%.

4.4. Otras aplicaciones de los fluidos supercriticos

La principal aplicacidon de los fluidos supercriticos es la extraccidon supercritica (EFS)
pero, ademas de ésta, el empleo de diversos fluidos en condiciones sub y supercriticas
estd muy extendido a diversos ambitos, tanto industriales como experimentales. Se

comentardn seguidamente de forma breve.

4.4.1. Cromatografia de fluidos supercriticos

La cromatografia supercritica (CFS) es una técnica que ha despertado gran interés en el
ambito de la purificacion. En la Figura 13 se muestra la instrumentacion necesaria para
la CFS. Como se ha comentado anteriormente, los fluidos supercriticos combinan las
propiedades de los liquidos y de los gases, por lo que, la cromatografia de fluidos
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supercriticos podria situarse a medio camino entre la cromatografia de gases y la de
liquida de alta resolucidn. Esta técnica presenta ventajas como la mayor rapidez de las
separaciones, respecto al HPLC, debido a los mayores coeficientes de difusidon de los
analitos en el fluido supercritico y la disolucién selectiva de los analitos al variar las

condiciones de presion y/o temperatura del fluido empleado (Roth, 2004).

Es en el campo de las separaciones farmacéuticas donde la CFS ha alcanzado mayor

desarrollo, debido a su uso no sélo a escala analitica sino también a escala preparativa.

[TV '
-

|

Figura 13. Instrumentacion para la CFS

En los ultimos afios se han realizado diversas revisiones sobre muy diversas
aplicaciones de la CFS: sobre el analisis de vitaminas liposolubles (Turner et al., 2001),
de acidos grasos (Senorans e lbanez, 2002), o bien sobre sus aplicaciones en ciencia
forense (McAvoy et al., 1999) e incluso sobre su empleo en la determinacion de

propiedades termodinamicas (Roth, 2004).

4.4.2. Cristalizacion supercritica

Un proceso que despierta un gran interés en la actualidad es la cristalizaciéon
supercritica, fundamentalmente en la industria farmacéutica y dirigida a la obtencién
de particulas apropiadas para una administraciéon por via inhalatoria o parenteral.
Existen diversas metodologias para llevar a cabo la precipitacién supercritica (Pasquali

et al., 2006) algunos de ellos se comentan a continuacién:
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[] RESS (rapida expansion de la solucion supercritica): representa uno de los
métodos simples para producir particulas encapsuladas con principio activo. Este
método consiste en una saturacion del fluido supercritico con un sustrato sélido
seguido de la despresurizacién rdpida y luego expansion de una solucidon
supercritica a través de un capilar calentado. En este caso, el tamafio y forma de
las particulas depende tanto de las condiciones de expansion como de la
concentracion inicial de solutos. Un ejemplo del uso de este método es en la
obtencién de analgésicos (Thakur y Gupta, 2006) o bien en la micronizacién de

manteca de cacao (Letourneau et al., 2005).

SAS (el disolvente-antisolvente): fue desarrollado con el fin de lograr una
reduccion en tamafio de particula de los materiales hidrofébicos que no son aptos
para el procesamiento con la técnica RESS debido a su escasa solubilidad en fluido
supercritico. La técnica SAS utiliza un fluido supercritico como antidisolvente.
Implica la precipitacion del soluto presente en un disolvente organico
introduciendo un fluido supercritico como antisolvente. El tamafio y forma de la
nucleacidn es funcién de la difusidn del antisolvente (fluido supercritico) en la fase
organica y la velocidad de “evaporacién” de fase orgdnica. Esta técnica estd
especialmente indicada para la obtencidn de micro o nanocristales de proteinas,

péptidos o incluso fragmentos de ADN (Ozge Guney, 2002).

| Atomizacidn supercritica: es una combinacion las dos técnicas anteriores con la
atomizacidn clasica, lo que permite la cristalizacidn de productos termolabiles, sin

necesidad de emplear recipientes de alta presion (Reverchon y Antonacci, 2007).

| Encapsulacién supercritica: La solucion orgdnica cargada con una concentracion
apropiada de farmaco y polimero se rocia a través de una boquilla en el recipiente
que contiene el fluido supercritico. Cuando el fluido supercritico extraiga el
disolvente, el farmaco cristalizard junto con el polimero de forma que quedara
encapsulado. De este modo se han obtenido tanto nuevos sistemas de

administracion de farmacos como catalizadores inmovilizados (Wang et al., 2006).
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En la Figura 14 se representa un esquema de las técnicas anteriormente citadas.
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Figura 14. Esquema de las técnicas de cristalizacion

fluido )

supercritico &
Encapsulacion

supercritica

4.4.3. Otras aplicaciones

Preparacion de polvos farmacéuticos

Las propiedades inherentes de los fluidos supercriticos se pueden usar para el
procesamiento de macromoléculas tales como proteinas, péptidos y acidos nucleicos.

El método tiene ventajas sobre los métodos de liofilizacién convencionales.

Las ventajas incluyen la incorporacién de productos bioldgicos delicados sin pérdida de
actividad bioldgica y control sobre la morfologia de las particulas de polvo. Varios
estudios han demostrado que diversos tipos de particulas pueden obtenerse al
procesar soluciones acuosas de proteinas en polvos mediante el uso de fluidos

supercriticos (Tservistas et al., 2000).
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Aplicaciones de solubilizacion de farmacos

La solubilidad de los principios activos es uno de los pardmetros dominantes del disefio
de entrega de medicamentos. Una multitud de productos farmacéuticos a menudo son
sustancias insolubles en medios acuosos, y las aplicaciones de estos principios activos a
menudo estdn limitadas por su baja biodisponibilidad. Un método prometedor para
mejorar la solubilidad y por lo tanto la biodisponibilidad de los agentes farmacéuticos

se puede lograr mediante la tecnologia de fluidos supercriticos.

5. CONCLUSIONES

e La extraccioén con fluidos supercriticos es una técnica muy Util como método de
separacion y preconcentracién de analitos en muestras complejas.

e En el dmbito farmacéutico, es una técnica muy usada por sus ventajas frente a
otras técnicas de extraccion.

e Presenta condiciones muy favorables desde el punto de vista medioambiental,
satisfaciendo la postura de la “quimica verde”.

e La facilidad con la que pueden modificarse estos fluidos posibilita la
optimizacién de las condiciones para que el proceso de separacion cumpla las
especificaciones deseadas.

e La extraccidn con fluidos supercriticos es una técnica cada vez mas usada, tanto
en aplicaciones farmacéuticas como en aplicaciones agroalimentarias o en
toxicologia.

e El uso de los fluidos supercriticos en la industria farmacéutica no se limita a su
uso en la extraccidon, sino también en procesos de cromatografia o

cristalizacion.
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