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RESUMEN

Se desarrolld, optimizé y validd un método analitico répido y sensible, aplicando la
cromatografia de fluidos supercriticos acoplado a un detector de arreglo de diodos (SFC-
DAD), para la determinacion de diferentes tipos de contaminantes emergentes (CEs): 2
productos farmacéuticos (carbamazepina y gliburida); 3 disruptores endocrinos (17a-
etinilestradiol, bisphenol A, y 17B-estradiol); 1 bactericida (irgasan); y 1 pesticida (diuron)
en agua, para aplicarlo en jugo de frutas como sandia y melén. La optimizacion de la
separacion cromatografica se realiz6 con una columna Viridis BEH 2-EP, lograndose
separar los compuestos en 9.34 minutos con resolucién minima de pico de 2.32. El método
involucré una pre-concentracion y limpieza mediante la extraccion en fase sélida (SPE),
logrando el 96% de recuperacion con el cartucho C18/OH, con un factor de concentracion
de 55.5 veces la inicial. La validacién del método se realiz6 evaluando la selectividad,
especificidad y linealidad, alcanzando un limite de deteccion (LD) desde 0.015 ppm para el
bisfenol A hasta 0.097 ppm para gliburida; y limite de cuantificacién (LC) desde 0.028 ppm
para bisfenol Ay hasta 0.213 ppm para gliburida.

ABSTRACT

A fast and sensitive supercritical fluid chromatography coupled with diode array detector
(SFC-DAD) analytical method was developed, optimized and validated for the determination
of different types of emerging contaminants: 2 pharmaceuticals (carbamazepine and
glyburide); 3 endocrine disruptors (17a-etinilestradiol, bisphenol A, and 17p-estradiol); 1
bactericide (irgasan); and 1 pesticide (diuron) in water, to apply in fruit juices such as
watermelon and melon. The chromatography separation was optimized in order to achieve
a maximum retention time of 9.34 minutes, and a minimum resolution of 2.32, on a Viridis
BEH 2-EP column. The method involved preconcentration and clean-up by solid-phase
extraction (SPE) achieving with the C18/OH SPE-cartridge higher recoveries of 96%. The
concentration factor in the SPE was of 55.5 times the initial concentration. Validation
assessment lists it as a selective, linear and specific method, achieving limits of detection
(LOD) from 0.015 ppm to bisphenol A, to 0.097 ppm to glyburide, and limits of quantification
(LOQ) from 0.028 ppm to bisphenol A, to 0.213 ppm to glyburide.

Palabras clave: Frutos con alto contenido en agua, cromatografia de fluidos supercriticos,
contaminantes emergentes.

Area: Frutas y hortalizas

INTRODUCCION

El analisis de los alimentos es de gran importancia en la quimica analitica (Farré
and Barcelo, 2013), ya que existe un gran numero de compuestos que pueden ser
encontrados, entre ellos algunos contaminantes, a muy bajas concentraciones
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(Polder et al., 2010). Su presencia puede deberse a las diversas etapas en el
proceso de produccion, practica agricolas e incluso por la contaminacion ambiental
ya existente(Pal et al., 2010; Crossley, 2014) . El impacto negativo provocado en la
calidad de los alimentos es innegable, considerando ademés que implica un riesgo
en la salud del consumidor (Shao et al., 2014).

El andlisis a concentraciones de ppm y ppb de éstos CEs es muy importante, porque
son compuestos que recientemente se pueden detectar y que son de uso frecuente
ya sea por consumo humano o por uso agricola (Jimenez, 2011). En la actualidad
se hace uso de diversas técnicas cromatograficas para el analisis de alimentos
como la cromatografia de gases y liquidos para compuestos volatiles y no volatiles,
respectivamente; aplicAndolo para determinar compuestos inherentes a los
alimentos, asi como para saber si estdn contaminados con plaguicidas. Sin
embargo, hay muy poca informacion sobre la presencia de CEs en alimentos, sobre
todo empleando la cromatografia de fluidos supercriticos (SFC).

Esta técnica ha comenzado a despertar el interés por parte de los investigadores
debido al uso de pocas cantidades de solventes organicos, ya que el dioxido de
carbono (CO2) empleado como fase mévil, es el fluido supercritico mas ampliamente
usado, debido a que, como tal, tiene baja viscosidad y elevada difusion molecular,
permitiendo una mejor eficiencia en los tiempos de analisis, y a la vez reduciendo el
consumo de disolventes organicos (Taylor, 2009). Adicional a esto, el CO2z permite
la posibilidad de analizar compuestos termolabiles y polares, que no podrian ser
analizados empleando la cromatografia de gases sin una previa derivatizacion
(Bernal et al., 2013).

Al emplear una mezcla de diversos contaminantes permite potencializar las
prestaciones del método, pudiéndose incrementar el nimero de contaminantes,
aplicandolo en frutos con alto contenido de agua. Adicional a esto, al emplear SFC
con DAD se logra un método de bajo costo, buena sensibilidad y selectividad, y
ademas amigable con el medioambiente.

MATERIALES Y METODOS

Reactivos

Estandares analiticos de carbamazepina, gliburida, 17a-etinilestradiol, 17pB-
estradiol, bisphenol A (BPA), irgasan y diuron. Metanol (MeOH) y Acetonitrilo (AcN)
ambos grado HPLC. Todos ellos con pureza >99%, y adquiridos de Sigma-Aldrich.

Equipos y materiales

Equipo de SFC Acquity UPC? marca Waters, con médulos de convergencia, de
muestra, de columna; acoplado a un DAD modelo C2P. Equipo de SPE, Manifold
de 24 puertos (sistema para SPE), marca Phenomenex. Bomba de vacio modelo
EV-40, marca EVAR. Balanza analitica marca Citizen, modelo CX-220. Micropipetas
de 2-20 uL, 20-200 uL, y de 100-1000 uL marca Accumex, y puntillas apropiadas a
los tipos de Micropipetas. Papel de filtro Whatman 1 y 5; filtros de membrana
Millipore de 0.45 um; filtros de jeringa de 0.45um, marca Phenex. Material de vidrio
variado clase A, marca Pyrex.

Procedimiento experimental

La metodologia consistio en 3 etapas: 1. Eleccion de la columna cromatogréafica y
optimizacién de la separacion; 2. Eleccion del cartucho para la preparacion de
muestra y optimizacion; y 3. Validacion del método.
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Etapa 1. Para la seleccién de la columna y la optimizacion de la separacion
cromatografica se prepard una mezcla con los 7 compuestos a 100 ppm. Se
evaluaron 6 columnas diferentes: UPC2 BEH, UPC?-BEH-2-EP, HPLC-ES-CN,
UPLC-BEH-Shiel RP18, UPLC BEH Phenyl y la C18-Core Shell. Se inyect6 la
mezcla empleandose como fase movil- en gradiente- la mezcla AcN/COz2. Una vez
elegida la columna se inyectaron los estandares por separado a una concentracion
de 100 ppm, y asi identificar cada uno de los picos del cromatograma. Para la
optimizaciéon de la separacién cromatografica se evaluod el efecto de la presion de
CO2 (1500 y 2000 psi), el flujo de la fase movil (1.2 y 1.4 mL/min), y la temperatura
(35 y 40°C). En todos los casos se evalud la resolucién del pico cromatografico.

Etapa 2. Para la seleccion del cartucho de SPE se evaluaron 6 tipos: HF-C18, DISC-
C18, C18/OH, Super HLB, Oasis HLB y Envi-Carb. La SPE consté de 4
procedimientos: acondicionamiento, aplicacion de la muestra acuosa, lavado
(opcional) y elucion de los analitos. Para definir el cartucho a utilizar, se siguio el
siguiente procedimiento: Primero se lo conectd al sistema de vacio de SPE. El
acondicionamiento se realiz6 con 3 mL de metanol, con el fin de lavar interferencias
o residuos de sintesis, asi como para activar el sorbente empacado en el cartucho.
Se lavo dos veces con 3 mL de agua destilada, y manteniendo el flujo a través del
sorbente en 4mL/min, se aplicé una muestra acuosa de 150, adicionada de la
mezcla a una concentracion de 100 ppm. Al finalizar el paso de la muestra se
eluyeron los analitos retenidos en el sorbente con 2 volimenes de 3 mL de metanol.
Posteriormente se inyectaron estas muestras en el equipo de SFC con los
pardmetros previamente optimizados de la columna BEH-2-EP. Después de la
eleccion del cartucho se evaluaron 4 variables para la optimizacion de la
preparacion de muestra: flujo de la muestra (4, 6 y 8 mL/min), el porcentaje de
alcohol agregado para eliminacion de interferencias (0, 5 y 15%), volumen de
elucién (1, 2 y 3 mL de metanol), y el pH de la muestra (4, 5.3y 7).

Etapa 3. Se evalu6 la especificidad, selectividad, linealidad, y los limites de
deteccion (LD) y cuantificacion (LC). Se siguieron diversas guias de validacion: de
la ONU, EPA y la ICH de la FDA. La evaluacion de la especificidad se realiz
inyectando la mezcla de estandares y la de muestra afiadida, ambas a 0.7 ppm. La
selectividad se evalué calculando la resolucién entre dos analitos adyacentes. Para
la linealidad se realizé una curva de calibrado para estandares y muestra afiadida a
8 concentraciones (0.7, 1, 2, 5, 10, 20, 30 y 100 ppm), sometidos a extraccion con
el cartucho elegido e inyectados en el equipo de SFC-DAD. Mientras que para los
limites de deteccidn y cuantificacion se inyectaron 10 blancos de muestra 'y 10 veces
la concentracion mas baja leida. Se aplicé la relacion: LD = (Ys + 3.29 SDg)Cest/
Yest, en donde Ye y SDg corresponde a la sefial promedio y la desviacion estandar
de cada analito en el blanco; mientras que Cesty Yest es la concentracion mas
baja leida y la sefial promedio a esta concentracion.

Con respecto a la aplicacién en muestras de melon y sandia que seran sometidas
al procedimiento, se debera separar la cascara y la pulpa. A esta ultima se le
prensara hasta obtener 10 mL de jugo, que luego seré filtrado a través de una
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membrana 0.45 um. Finalmente se diluird hasta 150 mL y se le fortificara con los 7
compuestos a analizar. Posteriormente se le sometera al procedimiento descrito
anteriormente como Etapas 2y 3.

RESULTADOS Y DISCUSION

Al realizar la eleccién de la columna se obtuvo que la BEH-2-EP fue la Unica que
logré separar adecuadamente los 7 compuestos. Esto se debe a que todos ellos
son moderadamente polares y afines a la columnas. Al inyectar los estandares por
separado se observo que el primer pico correspondié al irgasan, seguido del diurdn,
17a-etinilestradiol, BPA, 17B-estradiol, carbamazepina y finalmente la gliburida. Al
evaluar el efecto de la presion de COz, el flujo de la fase movil y la temperatura del
horno de la columna, se obtuvo que las condiciones Optimas para realizar la
separacion fue de 1.4 mL/min de flujo, con una presion de 2000 psi y 40°C de
temperatura en el horno de la columna. Se emple6é como fase mévil una mezcla de
CO2/AcN en una gradiente segmentada de 0, 5y 12 minutos; 5, 30 y 44% de AcN,
lograndose un tiempo maximo de 9.34 minutos, con una resolucion minima de pico
de 2.32.

Para elegir el cartucho adecuado se graficé la sefal obtenida en la inyeccion (Area
bajo cada pico) contra el sorbente. A mayor sea la sefial mayor es la recuperacion
del analito. El cartucho C18/OH es el que mejor recupera a los 7 compuestos. Se
debe tomar en cuenta que los cartuchos Super HLB, Oasis HLB y Envi-Carb
necesitaron de la 2da elucion (en total 6 mL de MeOH) para poder eluir totalmente
los analitos absorbidos. EI hecho de que necesitaran una segunda elucion implico
una disminucién en la concentracion y por lo tanto, una disminucion en la sefial. El
cartucho con sorbente Disc-C18 no retuvo al estradiol. Al optimizar la preparacion
de muestra, habiendo elegido el cartucho con sorbente C18/OH, la sefal obtenida
determina que las condiciones Optimas de la preparacion de muestra son: 8 mL/min
de flujo, con un pH de 5.3, eluyendo con 3 mL y sin usar metanol, ya que las
interferencias no ocasionan disminucion de la sefal.

En cuanto a la validacion del método, la evaluacion de la especificidad determiné
gue es un método especifico para los 7 CEs evaluados, ya que la muestra afiadida
no contiene compuestos que interfieran con ninguno de los analitos, tal como se
muestra en la Figura 1.
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Figura 1. Evaluacion de especificidad entre la mezcla de estandar (linea azul) y la muestra anadida

(linea roja) ambas a 0.7 ppm.

La evaluacién de la selectividad se realiz6 calculando la resolucion de los picos. De
aqui se desprende que el rango de resolucién se encuentra entre 2.32 y 15.11, lo
cual determina que el método es selectivo con respecto a la resolucion de los picos
cromatograficos. Con respecto a la linealidad, al evaluar las curvas de calibracion
para los estandares y muestra afiadida dan un coeficiente de correlacion superior a
0.99, con lo cual se estd cumpliendo con el criterio de aceptacion establecido para
este parametro, el cual especifica que debera ser mayor o igual 0.99. Al analizar los
LDy LC, empleando la inyeccién de 10 blancos y 10 muestras afiadidas a 0.7 ppm,
gue es la sefial mas baja leida, se observa que, como se muestra en la Tabla 1, se
uede detectar el bisfenol A desde 0.015 ppm, siendo la gliburida el compuesto con
mayor LD, mientras que el LC para el bisfenol A se encuentra en 0.028 y para la
gliburida 0.213 ppm. La relacibn empleada para hallar ambos limites se
fundamentan en una hipotesis probabilistica de que existan falsos positivos y falsos
negativos, con una probabilidad del 5% para ambos casos. Este es el valor que se
emplea como 3.29, que al multiplicar por la desviacion estandar del blanco
determina que el ruido de fondo no interfiere en la medida del limite de deteccidn.
Por lo cual se puede afirmar que los limites de cuantificacion y deteccion para esta
técnica desarrollada se encuentra al nivel de ppb (partes por billon = ng/mL),
indicando ademas que es una técnica muy sensible.
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Tabla 1. Limite de deteccion y cuantificacion para los 7CEs

Analito LD (ppb) LC (ppb)
Irgasan 23 37
Diurdn 20 39
17akEtilestradiol 69 143
BPA 15 28
17 BEstradiol 38 65
Carbamazepina 14 30
Gliburida 97 213

CONCLUSIONES

El método analitico desarrollado y validado es sensible, especifico para los 7
compuestos, lineal; y con LD y LC en un rango de ppb. La aplicabilidad en jugos de
frutas como sandia y melon se debera desarrollar empleando una columna Viridis
BEH 2-EP para la separacion cromatogréafica y cartuchos de SPE con sorbente
C18/OH.
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