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Introducción  

Los productos de cuidado personal (PCPs) son un grupo de contaminantes emergentes 

(CE) que en los últimos años han aumentado su introducción en el ambiente debido a la 

creciente preocupación por el mejoramiento del aspecto físico y la salud de las personas. 

El aumento en el consumo de artículos como cosméticos, jabones, fragancias sintéticas, 

plastificantes, agentes tensosactivos, protectores solares, repelentes, artículos del hogar, 

etc., provoca una excesiva generación de descargas de PCPs a los diferentes cuerpos de 

aguas tanto urbanas como naturales.  

Los PCPs son arrastrados a los desagües domésticos después de su uso y las descargas 

llegan hasta las plantas de tratamiento de aguas residuales en niveles elevados. En la 

actualidad, la mayoría de estas plantas no están diseñadas para la eliminación completa 

de los PCPs y éstos terminan regularmente en los efluentes continuando con su ciclo de 

distribución en el ambiente.  

Aunque la concentración de PCPs en los efluentes de aguas residuales sea relativamente 

baja, estos analitos se consideran como contaminantes pseudo-persistentes debido a su 

constante introducción en los ambientes acuáticos y generan graves impactos ecológicos 

sobre los organismos ya que algunos tienden a bioacumularse. Por lo anterior, es de suma 

importancia generar métodos sensibles que permitan su identificación y cuantificación en 

las diferentes matrices ambientales lo cual se puede lograr con el uso de métodos de 

preparación de muestras que faciliten el  análisis de matrices complejas. La preparación 

de la muestra asegura la extracción, limpieza y preconcentración de los analitos de interés 

lo cual es importante para la determinación de analitos como los PCPs que se encuentran 

en concentraciones traza en el ambiente.  

Actualmente, los métodos de preparación de muestra se enfocan en el respeto por el 

ambiente y la disminución de los costos mediante la miniaturización, automatización y 

simplicidad de las metodologías. [1-3]  
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De esta forma, en la presente tesis se aborda el desarrollo de una metodología analitíca 

para la extracción y análisis de PCPs en muestras de músculo de pescado utilizando como 

método de preparación de muestra a la técnica de Dispersión de Matriz en Fase Sólida 

(DMFS) y como técnica de análisis la Cromatografía de Líquidos de Alta Resolución (CLAR). 

 

En el capítulo uno se presentan los antecedentes teóricos del trabajo como las 

propiedades de los analitos estudiados, la descripción de la muestra utilizada, los 

fundamentos básicos de las técnicas de extracción y análisis empleadas; así como una        

revisión general de los trabajos publicados recientemente que se relacionan con el tema 

de este trabajo. 

 

En el capítulo dos se presentan las condiciones experimentales que se desarrollaron hasta 

obtener las condiciones óptimas de extracción y análisis de los PCPs, así como las 

condiciones con las que se probó el método analizando diferentes muestras comerciales. 

 

En el capítulo tres se presentan y discuten los resultados más relevantes de la 

investigación, desde la optimización de la separación cromatográfica de los analitos hasta 

la aplicación del método con las condiciones óptimas de extracción y análisis. 

 

En el capítulo cuatro se presentan las conclusiones de este trabajo y las perspectivas que 

se tienen con los resultados generados. 

 

Finalmente, en la siguiente sección se presenta un resumen del trabajo desarrollado en 

esta tesis. 
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Resumen 

Actividades comunes como la higiene personal o el cuidado de la salud provocan 

alteraciones sobre nuestro entorno y el medio ambiente, dado que incorporamos a éste 

una serie de sustancias de diferente origen y naturaleza química, denominados 

“contaminantes emergentes”, de los cuales se sabe relativamente poco respecto a su 

incidencia en el ambiente ya que se encuentran a niveles traza, por lo cual se necesitan 

métodos analíticos sensibles capaces de determinar estos compuestos en matrices 

complejas. Este grupo de compuestos incluye a los productos de cuidado personal (PCPs) 

los cuales son ingredientes de jabones, cremas, perfumes, etcétera. Entre los PCPs que se 

estudiarán en el presente trabajo están los parabenos (conservadores), el N,N-dietil-meta-

toluamida (repelente de insectos) y la benzofenona-3 (agente de protección solar) ya que 

son disruptores endócrinos.  

Se desarrolló un método por Dispersión de la Matriz en Fase Solida (DMFS) seguida de un 

análisis de Cromatografía de Líquidos de Alta Resolución (CLAR) con detección UV/VIS  

para  la cuantificación  de contaminantes PCPs en músculo de pescado como matriz.  

La DMFS se realizó en un paso previo al análisis cromatográfico, optimizando las 

cantidades de dos diferentes adsorbentes sólidos como florisil y C18, y la elución se realizó 

probando diferentes volúmenes de disolventes. Como método de cuantificación se 

empleó curva de calibración directa. El método desarrollado presentó buena sensibilidad 

permitiendo alcanzar límites de detección entre 0.5 y 0.7 mg/L y recobros globales entre 

66.03-79.15% para todos los analitos. 

Con esta metodología fue posible determinar de manera eficiente a los analitos en el 

músculo de pescado como matriz. Esta metodología tiene las ventajas de: utilizar la 

muestra sin ninguna preparación previa, necesitar un bajo consumo de disolventes y 

minimizar la presencia de interferentes en los extractos analizados. 
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Objetivos 
 

Objetivo General 

● Desarrollar una metodología analítica para la extracción de los analitos 

metilparabeno, etilparabeno, propilparabeno, N,N-dietil-meta-toluamida y 

benzofenona-3 en muestras de músculo de pescado mediante Dispersión de 

Matriz en Fase Sólida y su determinación por medio de Cromatografía de Líquidos 

de Alta Resolución que pueda aplicarse como método de monitoreo de los analitos 

en muestras comerciales. 

Objetivos Particulares 

● Determinar las condiciones óptimas para la separación cromatográfica de los 

analitos y evaluar el desempeño del sistema. 

● Realizar las pruebas de desempeño del sistema cromatográfico para el análisis de 

los compuestos en estudio 

●  Optimizar las condiciones de  extracción de los contaminantes en músculo de 

pescado mediante la técnica de Dispersión de Matriz en Fase Sólida.  

● Realizar la validación del método desarrollado evaluando la linealidad, exactitud, 

precisión y límites de detección y cuantificación. 

● Aplicar la metodología desarrollada al análisis de muestras comerciales de músculo 

de Tilapia mojarra. 
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Capítulo 1. Antecedentes 

1.1 Contaminantes emergentes 

Los contaminantes emergentes (CE) son compuestos que anteriormente no estaban 

considerados como tal o que aún no son regulados por las diferentes agencias 

ambientales en el mundo. En este grupo de compuestos se consideran a las sustancias que 

son introducidas al ambiente causando efectos negativos a los ecosistemas y/o la salud 

humana, por lo que son candidatos a ser incluidos en futuras regulaciones. Se tiene escasa 

información acerca de su presencia e impacto en el medio ambiente, razón por la cual 

todavía no existen normativas sobre ellos.  

 Una característica de estos contaminantes es que son pseudo-persistentes debido a su 

constante introducción en el ambiente por el elevado consumo y fácil acceso de los 

productos que contienen CE entre la población mundial, causando efectos adversos a los 

ecosistemas [4, 5]. Se ha establecido que estos compuestos entran en el ambiente a 

través de aguas residuales de tipo doméstico, industrial, efluentes hospitalarios, 

actividades agrícolas y ganaderas, de tal forma que los efluentes de estas actividades 

humanas llevan estos compuestos hacia las plantas de tratamiento de aguas residuales en 

las cuales no son eliminados completamente puesto que la mayoría de éstas no son 

diseñadas para la remoción de los CE.  

La liberación de efluentes de aguas residuales ha sido considerada una de las principales 

causas de la presencia de CE en aguas superficiales en comparación con otras fuentes. A 

raíz de los procesos de tratamiento, algunos CE están sometidos a diversos grados de 

atenuación natural (por ejemplo, la dilución en agua superficial, adsorción sobre los 

sólidos en suspensión y los sedimentos, la fotólisis directa e indirecta y la biodegradación 

aeróbica) siendo su persistencia en aguas superficiales a niveles de al menos un orden de 

magnitud inferior a los niveles de contaminación de las aguas residuales. Sin embargo, 

ciertos CE son capaces de generar alteraciones principalmente a organismos acuáticos aún 

en concentraciones muy bajas [6].  
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La gran mayoría de los CE son una preocupación ecotoxicológica considerable, ya sea 

como compuestos únicos o también cuando están presentes en mezclas complejas. [7] 

1.1.1 Clasificación de los contaminantes emergentes. 

Dentro del término contaminantes emergentes se engloban una gran variedad de 

compuestos químicos de diverso origen y naturaleza. Aunque no existe un listado oficial 

de contaminantes emergentes, en la figura 1 se muestra una clasificación general de los 

contaminantes emergentes de interés en nuestro país.[8] 

 

 
 

Figura 1. Contaminantes emergentes de interés para México (8) 

Uno de los grupos de interés dentro de los contaminantes emergente, son los productos 

de cuidado personal (PCPs) en los cuáles se centra la investigación del presente trabajo. 

 
1.1.2 Productos de Cuidado Personal. 

Los productos de cuidado personal (PCPs) son un grupo de contaminantes emergentes 

que provienen principalmente de los productos cosméticos, entre los que se incluyen: 

cremas, lociones, jabones, perfumes, maquillajes, labiales, desodorantes, anti 

transpirantes, pastas dentales, protectores solares, champús y muchos otros. Se utilizan 

principalmente para mejorar la calidad de vida y el aspecto de las personas convirtiéndose 

en productos indispensables para la sociedad moderna.[7] 

Contaminantes emergentes 

• Esteroides y hormonas  

• Productos para el cuidado personal 
(PCPs) 

• Industriales 

• Fármacos 
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Los PCPs se pueden clasificar en diversos grupos de compuestos, como se muestra en la 

tabla 1. 

Tabla 1. Clasificación de los Productos de Cuidado Personal  [9-11] 

 

Una de las principales preocupaciones planteadas por la presencia de PCPs en el ambiente 

acuático es su capacidad para interferir con el sistema endócrino para producir efectos 

indeseados como pueden ser: alteración de las funciones sexuales en los animales, 

causando la feminización, disminución de la fecundidad y anormalidades en el desarrollo 

algunos organismos. La Organización Mundial de la Salud (OMS) define los compuestos 

disruptores endocrinos (DE) como aquélla "sustancia o mezcla exógena que altera la(s) 

función(es) del sistema endocrino y  en consecuencia, provoca efectos adversos a la salud 

 

 

 

 

 

 

 

Productos 
de cuidado 
personal 

Almizcles sintéticos/ 
Fragancias 

o Xileno almizclado 

o Cetona de almizcle 

o Galaxolida 

Repelentes de 
insectos 

o DEET (N,N-dietil-m-toluamida) 

o Icaridina  

Compuestos 
antimicrobianos/ 
desinfectantes 

o Triclosan  
o 2-Fenilfenol  
o 4-clorocresol  
o Cloropreno  
o Bromopreno 
o 4 - cloroxilenol 

Protectores solares o Benzofenona-3  

o 4-MBC (4-metilbencilideno alcanfor) 

o EHMC (2 - etil-hexil-4-trimetoxicinamato) 

 
Antioxidantes y 
conservadores 

o Fenoles  
o Parabenos  
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en un organismo, su progenie o sub-población”. Entre los DE se pueden incluir un amplio 

grupo de sustancias químicas de origen natural o sintético que son utilizados ampliamente 

como productos de consumo para el cuidado personal. [12, 13] 

La movilidad de los PCPs en el ambiente comienza desde las descargas de aguas residuales 

domésticas o industriales y se convierte en un ciclo donde los contaminantes pueden 

regresar a los humanos a través de otras vías de exposición. En la figura 2 se presenta el 

ciclo que la mayoría de los analitos considerados como PCPs puede presentar. 
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Figura 2. Ciclo de los productos de cuidado personal en el ambiente [14]. 
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1.2 Propiedades de los Productos de Cuidado Personal 
(PCPs) y su toxicidad 

1.2.1 Parabenos 
Los parabenos son una familia de ésteres del ácido p-hidroxibenzoico, todos los miembros 

de esta familia tienen en común en su estructura un anillo de benceno, un grupo  hidroxilo 

y un grupo éster en la posición para del anillo de benceno. Los compuestos difieren en la 

longitud de la cadena alquílica del grupo éster el cual puede ser un metil, etil, propil, butil, 

etc. [15] 

 

Los parabenos son compuestos con una gran estabilidad química, estabilidad térmica, son  

resistentes a la hidrólisis en soluciones acidas, mientras que la hidrólisis es apreciable en 

soluciones alcalinas (pH ≥7) formando ácido p-hidroxibenzoico y el alcohol 

correspondiente. [16, 17] 

 

Estos compuestos son ampliamente utilizados como agentes antimicrobianos y 

conservadores en productos como: cosméticos, alimentos, preparaciones farmacéuticas, 

etc.  Las principales características por las cuales en la industria de los productos de 

cuidado personal son ampliamente utilizables los parabenos son: 

• Amplio espectro de actividad contra levaduras, mohos y bacterias. 

• Estabilidad química en un intervalo de pH entre 4.5 y 7.5  

• Inertes 

• Suficiente solubilidad en agua (permite obtener la concentración efectiva) 

• Bajos costos de producción  

• No añaden  olor o sabor  

• No provocan cambio en la coloración o consistencia de los productos. [16] 
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A medida que aumenta la cadena del grupo éster, la actividad antimicrobiana es mayor, 

por ejemplo, el butilparabeno es cuatro veces más  eficaz inhibiendo el crecimiento 

microbiano que el etilparabeno [16-18] 

Diversos estudios han reportado que los parabenos con cadenas lineares largas por lo 

general tienen mayor persistencia en el ambiente, por tal motivo los parabenos más 

utilizados son metilparabeno y etilparabeno.  Anteriormente se había considerado que los 

parabenos tenían baja toxicidad pero, algunos estudios han sugerido que pueden 

perturbar el sistema endocrino y afectar las funciones de ambos sistemas reproductivos 

masculino y femenino, aumentando el riesgo de cáncer de mama en las mujeres. 

La eliminación del grupo éster de los parabenos no elimina su actividad estrogénica por lo 

que su principal metabolito es el ácido p-hidroxibenzoico que también puede ser tóxico. 

Es de suma preocupación el hecho de que estos compuestos se han detectado en los seres 

humanos en orina, sangre, suero e incluso leche materna, cuando han estado expuestos a 

los parabenos. Los cuatro parabenos que son más detectados comúnmente en medios 

acuáticos son metilparabeno (MPB), etilparabeno (EPB), propilparabeno (PPB) y 

butilparabeno (BPB) [19-21] 

 

Figura 3.  Estructura química de los parabenos más utilizados en productos de cuidado 
personal. 
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1.2.2 N,N-Dietil-meta-toluamida 

El compuesto N,N-dietil-meta-toluamida (DEET) ha sido utilizado como uno de los 

repelentes de insectos más efectivos durante décadas. Su estructura química se muestra 

en la figura 4. El DEET fue desarrollado por el ejército de los EE.UU. en el año de 1946 con 

el fin de proteger a los soldados en zonas infestadas de insectos y desde 1957 los 

repelentes de insectos que contienen DEET son ampliamente utilizados por el público en 

general. Este compuesto ha sido considerado de gran importancia para la salud pública 

porque repele los insectos que son portadores de enfermedades tales como las garrapatas 

de los venados asociados con la enfermedad de lyme, los mosquitos que transmiten 

paludismo, la encefalitis, la fiebre del dengue, el virus del Nilo Occidental y el zika.  [22] 

El DEET está disponible en varios tipos de formulaciones como aerosoles, en forma líquida, 

cremas  y materiales impregnados como pulseras, por lo que su uso no se ve regulado y es 

de libre uso. 

 
Figura 4. Estructura química de DEET  

A pesar de su amplia utilización y eficacia, existen preocupaciones por la comunidad 

científica sobre la elevada exposición de los seres humanos a este compuesto debido a 

que se ha observado que presenta una elevada absorción cutánea permitiendo la entrada 

de grandes cantidades en el torrente sanguíneo, los cuales están asociados a posibles 

repercusiones a la salud e incluso podría ocasionar toxicidad a nivel del sistema nervioso 

central de algunos individuos produciendo desde convulsiones hasta encefalopatía en 

niños.  
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Es más procupante el hecho que el uso simultáneo de DEET y benzofenona-3 (BP-3), 

ingrediente activo en los productos de proteccion solar, potencia la absorcion percutánea 

de ambos compuestos aumentando los niveles de exposicion al organismo. [23] 

1.2.3 Benzofenona-3  

Los filtros UV son compuestos orgánicos o inorgánicos usados en la elaboración de 

diversos productos con  el propósito de filtrar la radiación ultravioleta. 

La benzofenona-3 (BP-3) o 2-hidroxi-4-metoxi benzofenona puede absorber y disipar la luz 

solar en regiones de los rayos UVA y UVB con limitada foto-transformación constituyendo 

así una de las sustancias más utilizadas como filtros de protección UV en productos como: 

cremas, perfumes, champús, productos de revestimientos para prevenir la decoloración, 

en polímeros, adhesivos. Con el fin de impedir la foto-degradación, también la BP-3 es 

utilizada en plásticos y cartones, para evitar la degradación de polímeros, por lo que en los 

productos alimentarios empaquetados es común la migración de BP-3 a los alimentos.[24]  

 
Figura 5. Estructura química de la Benzofenona-3 

En los ultimos años, se ha incrementado la preocupación por el aumento de la radiación 

ultravioleta a la que los seres humanos está expuesta ya que las radiaciones de longitudes 

de onda de los rayos UVA y UVB son suficientemente fuertes para dañar el ADN, causando 

desde quemaduras solares hasta riesgo de cáncer de piel, convirtíendose así, en una 

amenaza y generando un aumento exponencial en el uso de protectores solares. Inclusive, 

varios de los productos de cuidado personal los han incluido en sus formulaciones  siendo  
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BP-3 uno de  los principales ingredientes. La productos de cuidado personal que contienen 

un factor de protección solar (FPS) alto han ganado gran popularidad entre los 

consumidores, generando un incremento a la exposicion de la poblacion a los filtros UV  

propiciando su introducción en las aguas marinas, residuales y por consecuente en ríos, 

lagos y océanos. Por lo anterior, no es sorprendente que los filtros UV se encuentren 

dispersos en el ambiente. 

Estudios recientes indican que los agentes de protección solar, incluida la BP-3 son 

persistentes, bioacumulables y muestran actividad de alteración endócrina en los seres 

humanos, otros mamíferos, anfibios y en varias especies de peces. BP-3 ha sido detectada 

en varias matrices como aguas superficiales, sedimentos, en leche humana y en pescados 

por lo cual se considera como vía de exposición humana la ingesta de alimentos 

contaminados con BP-3. [18, 24, 25] 

1.3 Organismo de estudio: Tilapia mojarra 

La Tilapia o Tilapia mojarra es un pez de origen africano perteneciente a la familia 

Cichlidae, la palabra Tilapia proviene de la palabra nativa de Bechuana (África)  “thlape” 

que tiene por significado “pez”. 

Su distribución geográfica comprende 

América Central, sur del Caribe, sur de 

Norteamérica, sudeste asiático, medio 

Oriente y África. Su ciclo de vida 

emprende con la incubación la cual es 

bucal y dura de 3 a 6 días, los machos 

maduran de los 4-6 meses y las 

hembras de 3-5 meses. Esta especie 

habita en aguas dulces (ríos, embalses, 

arroyos y lagos) y tolera amplios intervalos de salinidad así que puede habitar ambientes 

acuáticos salobres (lagunas costeras y estuarios).  La Tilapia es un organismo omnívoro ya 

Figura 6. Tilapia mojarra (Oreochromis urolepis 
homorum) 
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que se alimenta consumiendo plancton, invertebrados, larvas de peces, plantas acuáticas, 

algas e incluso materia orgánica en descomposición.  

La Tilapia posee una gran capacidad de adaptación a diferentes temperaturas, rápido 

crecimiento, alta eficiencia en la conversión del alimento, mayor tolerancia a condiciones 

de baja calidad del agua y además es resistente a parásitos y enfermedades. Tales 

características permiten cultivarla y manejarla con relativa facilidad en comparación con 

otras especies de peces [26-28]. 

1.3.1 Producción de Tilapia mojarra en México  

El cultivo de la Tilapia se inició en México en 1964, con la importación de los primeros 

ejemplares procedentes de los Estados Unidos, Alabama y Auburn, los cuales fueron 

depositados en la estación piscícola de Temascal, Oaxaca. Las primeras especies 

introducidas fueron la Tilapia herbívora, Tilapia naranja y Tilapia mozambique, las cuales 

se distribuyeron ampliamente en una gran cantidad de cuerpos de agua naturales y 

artificiales pertenecientes a las zonas tropical y templada del país. Posteriormente, en 

1978 se introdujo la especie Tilapia de Nilo en el mismo sitio, procedente de Panamá. Con 

la llegada al país de la Tilapia roja en 1981, proveniente de los Estados Unidos, se 

implementaron programas de reproducción controlada en jaulas flotantes, 

distribuyéndose a los centros acuícolas de Zacatepec y el Rodeo, en el estado de Morelos.  

A partir de 1987 tanto el Gobierno Federal, como los Gobiernos Estatales y algunos 

productores privados, introducen algunas nuevas variedades, como la Tilapia híbrido rojo, 

procedente de Puerto Rico, la Tilapia blanca conocida como Rocky Mountain y la Tilapia 

mojarra entre otras. [27] 

En México se cultivan ocho tipos de Tilapia principalmente las cuales se presentan en la  

tabla 2. [29] 
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 Tabla 2. Tipos de Tilapia cultivados en México. 

 

El cultivo de Tilapia ha sido popularizado debido a las cualidades que presenta este 

organismo ya que su carne posee un excelente sabor, el organismo tiene un crecimiento 

rápido, gran resistencia física, alta capacidad reproductora y adaptación para vivir en 

condiciones de cautiverio. En los ultimos años el consumo de mojarra se ha posicionado 

en el lugar 4 (Figura 7), siendo uno de los productos pesqueros de mayor consumo en 

México.  

A nivel mundial, México ocupa el décimo lugar en producción de Tilapia, con más de 120 

mil toneladas al año y es Jalisco el estado líder en producción, seguido por Chiapas y 

Veracruz. La Tilapia que se produce en México tiene dos destinos: el repoblamiento de 

embalses y el consumo humano.  

NOMBRE COMÚN  NOMBRE CIENTÍFICO  

Tilapia herbívora Tilapia rendalli 

Tilapia del Nilo  Oreochromis niloticus 

Tilapia Stirling Oreochromis niloticus variedad. Stirling 

Tilapia blanca  Oreochromis niloticus variedad Rocky Mountain 

Tilapia de Mozambique Oreochromis aureus 

Tilapia naranja Oreochromis mossambicus variedad naranja  

Tilapia mojarra Oreochromis urolepis homorum 

Tilapia roja de Florida (híbrido) Oreochromis sp 
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Figura 7. Consumo nacional aparente de productos pesqueros en el año 2013  [30] 

 

El cultivo de Tilapia mojarra tiene una gran importancia en México, que es de esta 

actividad de la cual se obtiene mayoritariamente este producto que de su captura, lo 

anterior se representado en la figura 8.  

 

 
Figura 8. Serie histórica de la producción de mojarra, peso vivo en toneladas.[30] 
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1.4 Dispersión de matriz en fase sólida  

La dispersión de matriz en fase sólida (DMFS) es una técnica desarrollada en 1989 por S. 

Barker y colaboradores. Inicialmente la técnica se utilizaba para la preparación, extracción 

y fraccionamiento de muestras sólidas. Sin embargo, su uso se ha extendido a muestras 

semisólidas, viscosas e incluso muestras líquidas. La DMFS ha encontrado aplicación en 

numerosos campos, pero ha demostrado ser particularmente aplicable para el análisis de 

fármacos, contaminantes, pesticidas y otros componentes de matrices muy diversas. 

El fundamento de la DMFS consiste en homogenizar la muestra con un agente dispersante 

con el objetivo de garantizar el proceso de disrupción de la muestra y al mismo tiempo 

generar una nueva fase que posee características particulares las cuales permitirán la 

extracción de los compuestos de interés de una muestra dada. La selectividad de la 

técnica depende básicamente de la naturaleza del agente dispersante y de las 

propiedades del solvente utilizado para la elución. [31] 

1.4.1 Metodología general de la DMFS 

El procedimiento general de la DMFS consiste de tres pasos: 

I. Dispersión de la muestra en el material de soporte sólido. 

La dispersión de la muestra solida o semisólida se realiza en un mortero no poroso, 

puede ser de vidrio o ágata, junto con el material de soporte sólido y con ayuda del 

pistilo se realiza la homogenización. En este paso la dispersión de la muestra puede 

variar dependiendo del analista, por lo general se logran resultados con buena precisión 

y exactitud. 

II. Empaque de la columna. 

La mezcla resultante del paso anterior, es transferida y empacada en su totalidad en una 

columna de material inerte, generalmente se utiliza una jeringa vacía o un cartucho para 

extracción en fase solida (EFS) con un frit en el fondo el cual ayuda a contener el material 

dentro del cartucho. La mezcla transferida se cubre con otro frit y se comprime con un 
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émbolo de jeringa.  Se debe evitar la formación de canales en la columna y no se debe 

sobre comprimir o compactar el material ya que es preferible una estructura porosa que 

permita mayor contacto entre disolvente de extracción y los analitos.  

En ocasiones se utilizan co-columnas de otro tipo de materiales sólidos, que puede 

incorporarse dentro de la columna de dispersión o en una columna aparte y se utilizan 

como etapas adicionales de limpieza mejorando el aislamiento de los analitos del resto de 

componentes de la matriz. 

 

III. Elución selectiva de los analitos de interés 

Para la extracción de los analitos, los cuales ya se encontrarán adsorbidos en la superficie 

de las partículas de la fase sólida, se aplica el disolvente adecuado o una secuencia de 

disolventes puede usarse para la limpieza de la columna previa a la elución del compuesto 

en primera instancia. En este punto es importante lograr un flujo adecuado del paso de los 

disolventes por la columna por medio de la gravedad, aplicando presión o con bombas de 

vacío. [32, 33] 

 

En la figura 9. Se representa gráficamente los pasos comunes que suele incluirse en los 

métodos desarrollados con la técnica de DMFS.  

 

Figura 9 Representación gráfica de la técnica DMFS.[33] 
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1.4.2 Factores a considerar en la DMFS  

• La columna de DMFS: Al tener carácter cromatográfico único debido a las 

interacciones analito-soporte-matriz, se rige por los principios de la cromatográfica 

convencional, este sistema no solo depende de las interacciones dinámicas que 

involucran a la fase estacionaria, al soporte sólido y a la fase móvil, sino también de las 

interacciones que involucran a los componentes de la matriz. Es importante tener en 

cuenta que la muestra dispersa forma parte de la columna misma y en sentido estricto 

es parte del sistema cromatográfico. En DMFS las interacciones dinámicas 

involucradas no se comprenden del todo, sin embargo, se conocen varios factores que 

han mostrado afectar la eficiencia del proceso, los cuáles se mencionan a 

continuación.[32] 

• Naturaleza del soporte sólido: El uso de fases a base de sílice como soporte para la 

DMFS es el más utilizado. Un aspecto positivo al usar este tipo de adsorbente es la 

presencia de grupos silanoles sin derivatizar, los cuales son capaces de formar puentes 

de hidrógeno con las moléculas de agua, lo que permite obtener una mezcla 

homogénea seca lo que facilitará el empaque del cartucho y la elución. Al 

homogenizar la fase sólida con las muestra por medio del mortero y pistilo se ejerce la 

acción abrasiva del soporte sobre la muestra, pero las fases enlazadas son las que 

permiten la ruptura y dispersión completa de los componentes de la muestra con base 

en interacciones hidrofóbicas e hidrofilicas obedeciendo a sus polaridades relativas. Al 

utilizar materiales como C18 unidas a la sílice se promueve a la ruptura celular y por lo 

tanto la dispersión total de la muestra es evidente. 

• La naturaleza de la muestra: Debido a que la matriz de la muestra forma parte de la 

fase cromatográfica, existe interacción de esta en el sistema por lo que se esperaran 

variaciones en los recobros de los analitos al cambiar de una matriz a otra. Los 

componentes de la matriz eluyen dependiendo del solvente que se emplea y de las 

interacciones dinámicas entre los componentes de la matriz dispersa y la fase sólida. 

De esta forma los analitos no prioritarios pertenecientes a la matriz también tienden a 

eluir en fracciones que no son del todo predecibles por su distribución relativa en la 
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fase solida o el disolvente de elución. Lo anterior permite explicar el hecho de que 

analitos de ciertas clases químicas co-eluyen con los componentes de la matriz, en las 

mismas fracciones de interés, en muchos casos estos componentes interferentes 

provenientes de la matriz pueden ser removidos aplicando disolventes de fuerza 

eluyente baja. 

• Relación muestra/adsorbente: La relación más utilizada es una parte de muestra y 

cuatro de adsorbente (1:4) propuesta por Barker, pero esta relación tiende a variar y 

depende de la aplicación y debe ser evaluada la mejor posible durante el desarrollo 

del método. 

• La naturaleza del disolvente de elución y la secuencia de elución: Según la naturaleza 

del disolvente respecto a la de los compuestos unidos al soporte sólido  se 

determinara si los analitos permanecerán en el cartucho de extracción o si serán 

eluidos. El diseño de un perfil de elución debe de enfocarse principalmente en 

incrementar lo más posible la retención de los componentes de la matriz 

(interferentes) mientras que se eluye a los analitos de interés con un alto grado de 

especificidad o por el contrario eliminar las sustancias interferentes para la posterior 

recuperación de los compuestos de interés. El extracto obtenido puede llegar a ser lo 

suficientemente limpio para llevarse directamente a un análisis, aunque en otras 

ocasiones se deberá aplicar alguna otra técnica de limpieza. [32-34] 
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1.5 Cromatografía de líquidos 

A principios de la década de 1900, Mikhail Tswett botánico ruso condujo al 

descubrimiento de lo que hoy conocemos como cromatografía, por medio de un 

experimento cuyo objetivo era  demostrar su capacidad de separar diferentes extractos 

vegetales por medio de una columna de vidrio rellena de CaCO3 finamente dividido.  

El nombre de cromatografía que Tswett utilizó para describir esta técnica se deriva del 

griego chroma “color” y graphein que significa “escribir” por lo tanto se define como: 

“escribir en color”, debido a que observó bandas coloreadas en sus columnas de 

carbonato de calcio, aunque puntualizo que no solo se podían separar sustancias 

coloreadas, actualmente se sigue utilizando el nombre de cromatografía por motivos 

históricos.   

La cromatografía en sus orígenes era una técnica únicamente de separación que se 

transformó en una técnica de análisis cuando ésta se acopló con un dispositivo para 

monitorear a las especies químicas que se iban separando. De esta forma, la 

cromatografía se ha convertido en un método que permite separar, identificar y 

cuantificar uno o más componentes presentes en una mezcla [35, 36].  

1.5.1 Cromatografía de liquidos de alta resolución (CLAR) 

Como consecuencia de la cromatografia líquida clasica surge la Cromatografía de Liquidos 

de Alta Resolución (CLAR), técnica que se optimizó al incrementar la eficiencia de las 

columnas mediante la disminución del tamaño de partícula del adsorbente utilizado como 

fase estacionaria hasta tamaños del orden de los micrómetros para conseguir un aumento 

de la superficie de  contacto del analito con la fase estacionaria. La disminución del 

tamaño de partícula de la fase estacionaria aumenta la presión del sistema lo que implicó 

el desarrollo de sistemas capaces de distribuir la fase móvil en la columna de manera 

constante. Estos cambios requirieron de instrumentacion especial que permita el análisis 

en esas condiciones de altas presiones.  

El equipo de CLAR convencional debe contar con: 
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 contendores de la fase móvil.  

 un sistema de bombeo de la fase móvil. 

 un sistema de inyección para introducir la muestra. 

 una columna cromatográfica en donde se lleve a cabo la separación de los 
componentes de la muestra. 

 un detector que registre la respuesta de los analitos en funcion del tiempo de 
análisis. 

 un dispositivo para procesar y visualizar los resultados.[37] 

En la figura 10, se muestra una fotografia del sistema cromatográfico utilizado en el 

desarrollo de esta tesis. 

 
Figura 10 Fotografía del cromatógrafo de líquidos de alta resolución utilizado en el 

desarrollo de la tesis. 

 
La CLAR se puede clasificar de acuerdo a la polaridad relativa de la columna 

cromatográfica utilizada en dos grandes grupos que son: 

Reservorios de la 
fase móvil 

Bomba de alta 
presión 

Sistema de 
inyección 

Detector 

Columna 
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Cromatografía de fase normal. Fue el primer tipo de cromatografía de líquidos 

desarrollado. En este método se una fase estacionaria polar y una fase móvil no polar, 

como hexano, tetracloruro de carbono, benceno, etc. La adsorcion del analito depende de 

su polaridad, afectando directamente el tiempo de elución. Los disolventes polares 

ayudarán a disminuir este tiempo de retención, mientras que los disolventes no polares lo 

aumentan. 

 

Cromatografía de fase reversa: Este tipo de cromatografía es la mas común. En esta 

técnica se usa una fase estacionaria no polar y un fase móvil moderadamente polar. La 

fase estacionaria típica es sílice químicamente modificada con grupos como hidrocarburos 

saturados C18 (octadecil), C8 (octil), C4 (tetrametil), C2 (dimetil). Mientras que la fase 

móvil de naturaleza polar puedes ser: agua, acetonitrilo, soluciones amortiguadoras de 

pH, metanol o mezclas de agua con disolventes organicos. El mecanismo de la separacion 

en cromatografía de fase reversa depende de interacciones hidrofóbicas entre las 

moléculas de soluto en fase móvil y el ligando hidrofóbico imovilizado en la fase 

estacionaria. [35, 38] 

 

El proceso de separación cromatográfica se da como resultado de la capacidad de la fase 

estacionaria para retener a los  diferentes componentes de una muestra y se realiza en  

repetidos procesos de interacción durante el movimiento de los componentes de una 

mezcla arrastrados por adición sucesiva de la fase móvil (eluyente). Estas adiciones 

sucesivas  a lo largo de la fase estacionaria (elución) producen la separación debido a las 

diferencias en las constantes de distribución de los componentes de la mezcla entre la 

fase estacionaria y la fase móvil.  

 

La elución de los analitos se puede realizar de dos formas: Elución isocrática, cuando se 

emplea un único disolvente o una mezcla de disolventes de composición constante y 

elución en gradiente, cuando se emplea una mezcla de disolventes cuya concentración se 

hace variar a largo del proceso.[39] 
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Finalmente con ayuda de un dispositivo  (detector) que responda a la medida de alguna de 

las propiedades de las moléculas de la muestra se puede registrar el resultado de la 

separación denominado como cromatograma. 

Un cromatograma es un gráfico que representa la respuesta del detector a la señal de la 

concentración del soluto en función del tiempo de elución, representada idealmente de 

picos gaussianos y cada pico corresponde a un componente de la muestra original 

(figura11), por medio del cromatograma se puede obtener tanto información cualitativa 

como  cuantitativa por medio de diferentes parámetros que se mencionan a continuación.  

 

 

Figura 11. Cromatograma y sus partes. [40] 
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1.5.2 Parámetros cromatográficos. 

Tiempo de retención, tr: tiempo en el que un soluto permanece en la columna, este se 

mide desde el momento de la inyección de la muestra hasta la elución y detección del 

analito. 

Tiempo muerto, t0: tiempo que pasa un analito que no es retenido por la columna en el 

sistema cromatográfico desde la inyección hasta su paso por el sistema de detección. 

 

Tiempo de retención ajustado, tr’: Tiempo efectivo en el que el analito permanece en la 

fase estacionaria. Se calcula con la relación:  

tr’ = tr- t0  ……………. Ec. 1 

Ancho a la base, Wb: es la posición de la línea base intersectada por las tangentes al pico 

cromatográfico. 

Ancho a mitad de la altura del pico W1/2: la anchura del pico medida a la mitad de la altura 

[40]  

Factor de capacidad o de retención (k´): Parámetro utilizado para describir las velocidades 

de migración de los analitos en la columna. Es una medida del tiempo transcurrido de los 

analitos en la fase estacionaria en relación con el tiempo transcurrido en la fase móvil  y se 

interpreta considerando que mientras mayor sea el valor de este factor menor es la 

velocidad de migración de los solutos en la columna, es generalmente recomendable que 

los valores de k’ de los compuestos de interés se encuentres en un intervalo de 2 a 10. En 

términos experimentales los cuales pueden ser tomados de un cromatograma, este factor 

se calcula de la siguiente manera:  

…………..Ec. 2 
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Factor de selectividad (α): Es una medida de la capacidad que tiene el sistema para 

diferenciar los picos correspondientes a cada compuesto de la mezcla. Es un término que 

define la efectividad de la separación de dos compuestos.  

El factor de selectividad se define como:  

 

………….Ec.  3 
Eficiencia de la columna: Si en el análisis cromatográfico no se toma en cuenta los factores 

que afectan el ancho de un pico para la separación cromatografía no se podría lograr una 

buena separación aun cuando se tenga un factor de selectividad alto para estos picos en 

una columna en particular. Es decir, mientras mayor es la capacidad de la columna de 

producir picos más estrechos mayor es su eficiencia. 

 La eficiencia de la columna está relacionada con el ensanchamiento del pico y se calcula:  

…………..Ec. 4 

La eficiencia de la columna cromatográfica aumenta cuando mayor es el número de 

platos. 

Resolución (Rs): Constituye una medida cuantitativa de su capacidad para separar dos 

analitos. Los parámetros que contribuyen en la resolución de los picos son la selectividad, 

la eficiencia o número de platos teóricos y el factor de retención. Estos parámetros se 

relacionan en una ecuación de la siguiente manera. 

……………Ec. 5 
La resolución mínima aceptable en mezclas sencillas es 1.0, una resolución  1.5 representa 

separación a la línea base. [40, 41] 
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1.6 Metodologías de análisis de PCPs  en muestras de 

músculo de pescado. 

En la tabla 3, se resumen algunos de los trabajos publicados sobre el análisis de PCPs en 

músculo de pescado. En estos trabajos se utiliza la DMFS como método de preparación de 

muestra. En general dichos estudios se llevaron a cabo con una cantidad de muestra 

relativamente baja entre 0.1 y 2 gramos. En la mayoría de los estudios se utilizaron 

materiales apolares como fase dispersante siendo la C18 la más utilizada. Recientemente 

se han incorporado nuevos materiales como los polímeros molecularmente impresos que 

extraen selectivamente a los analitos de interés.  

La proporción utilizada de muestra /material dispersante varía dentro de una proporción 

que va de 1: 1 a  1: 4 tal como lo sugiere la técnica de DMFS descrita por Barker[33]. La 

elución de los analitos se realiza con volúmenes que varían de los 1.5 a los 20 mL de 

disolvente. El volumen depende generalmente de la proporción dispersante/muestra 

aumentando proporcionalmente. 

En cuanto a la limpieza del extracto obtenido, fue innecesaria para aquellos trabajos en los 

que se utilizó una co-columna con un adsorbente diferente a la fase dispersante. En estos 

estudios también es notable la selectividad de la técnica DMFS pues le es posible extraer 

hasta 8 analitos de interés con recobros que varían desde 40 a 100 % y dependiendo del 

tipo de detección utilizada, los analitos son determinados hasta niveles desde  pg g-1 hasta 

µg g-1. 

La preparación de la muestra para un análisis es un paso de suma importancia ya que en la 

mayoría de las ocasiones es la etapa que consume mayor tiempo y tiene gran impacto en 

la rapidez y costo de los análisis así como en la calidad de los resultados. En general, la 

DMFS requiere un bajo consumo de disolventes orgánicos, muestra y adsorbentes sólidos 

ya que se puede miniaturizar por lo que resulta una excelente opción para la extracción de 

los analitos estudiados en este trabajo.  
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Para la mayoría de los estudios de este tipo las técnicas de análisis son la CLAR y la UPLC 

obteniendo límites de detección que van desde los ng mL−1 hasta mg L-1. 

En la tabla 4 se presentan algunos de los trabajos más recientes sobre el análisis  de los 

analitos de interés en este trabajo, en muestras de pescado, principalmente. Los métodos 

de extracción se basan principalmente en técnicas miniaturizadas que buscan disminuir el 

uso de disolventes en comparación con las técnicas convencionales. Los trabajos se 

enfocan en extraer de forma específica entre 6 y 16 compuestos simultáneamente con 

recobros que varían desde 1.27 a 107.8%. Mientras que el análisis químico para estos 

estudios se realizó utilizando como método de separación alguna técnica cromatográfica 

potencializando el análisis con el acoplamiento de a una técnica de detección, 

identificación y cuantificación  como Espectrometría de Masas  que es una potente técnica 

instrumental de análisis, de alta sensibilidad, obteniendo límites de detección que van 

desde 0.2 pg g-1 hasta 3.09 ng g-1. 
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Tabla 3. Estudios donde se utiliza la DMFS como método de preparación de músculo de pescado como muestra 

Autor 
(año) 

Muestra 
(cantidad) 

Analitos Adsorbente Limpieza 
del 

cartucho 

Elución Análisis 
 

Recobros L. D. 

(Chien-
Liang 
Chen, 
2014)[42] 
 

1.0 g Tilapia 
naranja 
(Oreochromis 
mossambicus)  
 

o dechlorane 602, 

o dechlorane 603 

o dechlorane 604 

o dechlorane plus syn 

o dechlorane plus anti 

2,0 g de sílice 
gel  
Co-
columna1,0 g 
de Florisil 
 

 20 ml de n-
hexano 

GC-ECNICI-
MS 
  

71-85% 
 

5-3 pg/g 

(Dung-
Ying Tsai, 
2014) [43] 

Tilapia  0.5 g 

 

 

o Ethylhexyl salicylate 
(EHS), 

o 3,3,5-
trimethylcyclohexyl 
salicylate (HMS),  

o 2-hydroxy -4-
methoxybenzophenone 
(BP-3) 

o  2,4-dihydroxy-
benzophenone (BP-1)  

o  2,20 -dihydroxy-4-
methoxybenzophenone 
(BP-8) 

1,0 g de 
Florisil 

1,0 g de Silice 
C18, como co-
columna 

 

 7 ml de 
acetonitrilo 

GC–MS/MS 

 

71-81 % 0.02 -0.03 
ng/g 

(Yanfei 
Tao, 
2014)[44] 

Carpa 1.0 g  o Florfenicol (FF) 
o Florfenicol (FF) 
o Florfenicol-amina, (FFA) 
o Tiamfenicol (TAP)  
o Cloranfenicol (CAP) 

 

1g slice C18  10 ml Acetato 
de etilo-ACN-
25% de 
hidróxido de 
amonio, 
(10/88/2, v/v/v) 

LC-MS / MS 

 

N.E 0.01-0.09 
µg/kg 
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Tabla 3. Estudios donde se utiliza la DMFS como método de preparación de músculo de pescado como muestra (continuación) 

(Xiao-
Dong Pan, 
2015)[45] 

2.0 g  corvina 
amarilla 
grande 
(Pseudosciaena 
crocea) 

o Cloranfenicol (CAP) 

o Tiamfenicol (TAP)15 

o Florfenicol (FF)  

3 g silice C18 8 ml de 
n-hexano 

 

Los analitos se 
eluyeron con 10 
ml de 
acetonitrilo / 
agua (50:50, v / 
v)  

UPLC-
MS/MS 

 

N.E 0.02-0.06 
µg/kg 

 

(M.C. 
Cela-
Pérez, 
2015 
)[46] 

0.2 g de 
musculo  
pescado  

o Inosina (INO) 
o hipoxantina (HYP) 

0.4 g de MIP 
0.05 g MIP co-
columna 

 2 ml de 
hexano 
 

4.0 ml de 
hidróxido de 
amonio 
(5,55 106 M, pH 
9) 
 

UPLC-PDA 
 

103.1% 
113.4% 

1.702-
1.785µg/mL 

(Xiaoli 
Sun, 
2014)[47] 

0.2 mg 
musculo de 
pescado 

o Leroxacina 
o Ofloxacina, 
o Norfloxacina 
o Pefloxacina 
o Ciprofloxacina 
o Lomefloxacina 
o Enrofloxacina 
o Gatifloxacina 

150mg de 
DMIP2  

50 mg de 
DMIP2 co-
columna 

3.0 ml de 
metanol-
agua 
(20:80, v 
/ v), 

 

4.0 ml de 
acetonitrilo-
trifluoroacético 

Ácido (99: 1, v / 
v) 

 

HPLC-FLD 

 

 

64.4-

99.4% 

0.05-0.22 

ng/g 

 

 

GC-ECNI-MS-CI: Cromatografía de gases-captura de electrones de iones negativos, espectrometría de masas de ionización química. GC-MS/MS: Cromatografía de gases-Espectrometría 
de masas en tándem.  
LC-MS/MS: Cromatografía líquida -Espectrometría de masa en tándem  UPLC-MS / MS: Cromatografía líquida de ultra rendimiento - Espectrómetro de masas en tándem. GC(ECD): 
Cromatografía de gases con detector de captura de electronesUPLC-PDA: Cromatografía líquida de ultra rendimiento  con detección de matrices de fotodiodos 
HPLC-FLD: Cromatografía líquida de alta resolución (HPLC) con una detección  de fluorescencia (FLD). 
N.E: No especificado, DMIP2: (dummy molecularly imprinted polymers) Polímero ficticio impreso molecularmente, MIP(polímero compatible con agua molecularmente impreso. 
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Tabla 4 Métodos recientes de análisis de parabenos, filtros UV y DEET en pescado 

Autor (Año) Muestra Analitos Método de 
Extracción 

Método De 
Análisis 

Recobros L. D. 

 
Chao Han, 
2016.[48] 

Pez  hairtail 
Corvina amarilla 
Camarón  

BP-1 
BP -2 
BP-3 
MPB,EPB, 
PPB,BPB 
 

PLE  y Limpieza 
MCX en 
cartuchos de 
extracción en 
fase sólida.  

LC-QqLIT-
MS/MS 

 80.6 a 107.8% N.E. 

Anna Jakimska, 
2013[49] 

Pez  Barbus graellsii, 
Micropterus 
salmoides, Cyprinus 
carpio, Salmo trutta, 
Silurus glanis, Anguila 
anguilla, Lepomis 
gibbosus, Gobio gobio, 
Luciobarbus sclateri, 
Aburnus alburnus y 
Pseudochondrostoma 
willkommii 

1H – benzotriazol, Cafeína, 
Progesterona, Lenovogestrel, 
Toliltriazol,  
TCEP Tris (2-cloroetil) fosfato, 
TBEP Tris (2 - butoxietil) fosfato, 
TCPP Tris(2-
cloroisopropil)fosfato, 
Estrona, 17β-Estradiol, 
Estriol, 17α-Etinilestradiol, 
Estrona-3-sulfato, Bisfenol A 
Triclosan, MPB, EPB, PPB, BPB 
 

QuEChERS  
 

UHPLC-MS / 
MS 
 

40% a 103% 
 

0.002 - 3.09 
ng / g 
 

Joon-
WooKim, 
2011.[50] 

Músculo de pescado 
de la especie V. 
buchanani, E. 
corallicola y  M. 
cephalus 

TCS, TCC,  UV-P,  UV-9,  UV-234,  
UV-320, UV-326, UV-327, UV-
328,  UV-329, MPB, RPB, PPB, 
BPB,  

HSSE  UFLC - MS / 
MS 

1.27 a 99.8% 0.2-15 pg/g 
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Tabla 4  Métodos recientes de análisis de parabenos, filtros UV y DEET en pescado (continuación) 
Babu Rajendran 
Ramaswamy, 
2011. [51] 

20 especies de peces 
de las familias  

Triclosán, triclocarban, MPB, 
EPB, PPB, BPB 

HSSE LC-MS / MS 79 a 89% 
 

0.001- 0.015 
ng / g 
 

(PLE): Extracción en líquido presurizado. (MCX)  intercambio catiónico de modo mixto. (LC-QqLIT-MS/MS): cromatografía líquida en tándem-espectrometría de 
masas-cuadrupolo con trampade iones Lineal. (BP-1): 2,4-dihydroxy-benzophenone. (BP – 2): 2,2’ ,4, 4’-tetrahidroxibenzofenona. (BP-3): 2-hydroxy -
4methoxybenzophenone. (MP): metilparabeno.(EPB): etilparabeno.( PPB): ptopilparabeno. (BPB): butilparabeno. (BPB): Bencilparabeno. (QuEChERS): Rápido, 
Fácil, Barato, Eficaz, Robusto y Seguro. (UHPLC-MS / MS): cromatografía líquida de ultra alto rendimiento acoplada con espectrometría de masas en tándem, 
(TCS): Triclosan, (TCC): Triclocarban, (UV-P): 2-(2H-5-methylphenyl)benzotriazole. (UV-9):  2-(2H-benzotriazol-2-yl)-4-metil-6-(2-propenyl)fenol, (UV-234):  2-(2H-
benzotriazol-2-yl)-4,6-bis(1-metil-1-phenylethyl)fenol. (UV-320): 2-(2H-benzotriazol-2-yl)-4,6-di-tert-butilfenol.  (UV-326):  2-tert-butil-6-(5-cloro-2H-benzotriazol-
2-yl)-4-methylphenol.  (UV-327) de 2,4-di-tert-butil-6-(5-cloro-2H-benzotriazol-2-yl) fenol. ( UV-328): 2-(2H-benzotriazol-2-yl)-4,6-di-tert-pentylphenol.  (UV-329):  
2-(2H-benzotriazol-2-yl)-4-(1,1,3,3-tetramethylbutyl)fenol. 
(TCP): fosfato de tritolilo. (TEP): Trietil fosfato. (TEHP): Tris (2 - etilhexil) fosfato.  (TBEP): Tris (2 - butoxietil) fosfato.  (TPhP): Trifenil fosfato.  (TBP): Fosfato de 
tributilo.  (TPrP): Tripropil fosfato.  (EHDPP): Fosfato de 2-etilhexil difenilo. ( TPeP) tripentil fosfato. (HSSE): Extracción con disolvente de alta velocidad.  
(UFLC - MS / MS): cromatografía líquida ultrarrápida acoplada con espectrometría de masas en tándem. (LC-MS / MS): cromatografía líquida de alta resolución en 
espectrometría de masas en tándem. (N.E.): no especificado. 
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Capítulo 2 Metodología. 

2.1 Reactivos, materiales y equipos 
 Metanol grado cromatográfico marca J. T. Baker 

 Acetonitrilo grado cromatográfico marca J. T. Baker 

 Agua grado cromatográfico  

 Estándares de metilparabeno, etilparabeno, propilparabeno, DEET, benzofenona-3, 

todos  marca Sigma Aldrich 

 Adsorbente Chromabond C18-PAH marca Macherey-Nagel  

 Florisil marca Sigma-Aldrich 

 Nitrógeno de ultra alta pureza > 99.99 % marca Praxair 

 Procesador de alimentos electrónico Hamilton beach 

 Mortero y pistilo de ágata 

 Cartuchos de polipropileno de 6 mL para EFS y frits de teflón marca Macherey–

Nagel 

 Matraz kitasato 250 ml con tapón de caucho #8 

 Aguja de acero 

 Ultra sonido marca Brason modelo 2510E-MT 

 Micropipeta de volumen variable de 100-1000µL marca Transferpette 

 Micropipeta de volumen variable de 20-200µL Transferpette 

 Balanza electrónica de precisión modelo HRB103  

 Recipiente de acero inoxidable  

 Desecador de vidrio  

 Soporte universal con pinzas y nuez 

 Parrilla de calentamiento 
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 Estufa de secado BLUE M modelo SW-17TA 

 Vasos de precipitado 10 mL y 50 mL 

 Matraz aforado de 2 mL, 10 mL  

 Espátula 

 Pipeta volumétrica 6 mL 

 

2.2 Sistema Cromatográfico 
Se utilizó un cromatógrafo de líquidos de alta resolución  de la marca Waters que consta 

de: 

 Bomba binaria modelo 1525 

 Detector UV modelo 2487 

 Automuestreador modelo 717 plus 

Columna analítica ZORBAX SB C18 de 5µm de diámetro de partícula y dimensiones de 46 x 

250 mm de la marca Agilent. 

 

2.3 Muestra  
La muestra utilizada fue músculo de Tilapia mojarra (Oreochromis urolepis homorum) 

obtenido de tiendas de autoservicio.  

 

Antes de realizar las extracciones, la muestra se mantuvo en congelación hasta conseguir 

una consistencia firme. Posteriormente, se homogenizó con ayuda de un procesador de 

alimentos hasta obtener porciones pequeñas.  

 

La muestra homogénea se guardó en bolsas de cierre hermético y se almacenó en el 

congelador hasta su posterior uso.  
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2.4 Preparación de las disoluciones estándar.  
Se prepararon soluciones stock individuales de cada uno de los analitos, (metilparabeno, 

etilparabeno, propilparabeno, DEET y benzofenona-3) todos, en metanol grado 

cromatográfico de 1000 ppm a partir de las cuales se preparó una mezcla de los analitos a 

una concentración de 100 ppm. Las disoluciones se mantuvieron a 4°C. 

2.5 Acondicionamiento y almacenamiento de los 
adsorbentes  
La metodología seguida para el acondicionamiento de la sílice C18 fue: 

1. Se empacó 3 g de adsorbente  en un cartucho de EFS colocándolo en un matraz 

kitazato el cual se conectó al vacío.  

2. Se adicionaron al cartucho en el siguiente orden: 5 mL de agua desionizada y 5 mL 

de metanol grado cromatográfico. 

3.  Finalmente se aplicó vacío durante 5 minutos.  

4. El adsorbente ya acondicionado se colocó en un vial de vidrio ámbar con tapa de 

rosca y se almacenó a temperatura ambiente para su futuro uso.    

Para acondicionar el florisil se realizaron los siguientes pasos:  

1. Se pesó 5 g de florisil en un vaso de precipitado.  

2. Se mantuvo en una estufa a 130 ° C durante 24 horas previas a su uso. 

3. Se enfrió a temperatura ambiente en un desecador. 

2.6 Obtención de los espectros UV.  
Se obtuvo el espectro de absorción en un intervalo de 200 nm a 400 nm para cada analito 

utilizando un espectrofotómetro UV-VIS marca Perkin Elmer modelo lambda 18. Se 

utilizaron disoluciones de 10 ppm de cada analitos disuelto en MeOH. 

Una vez determinada la longitud de onda a la cual la mayoría los analitos presentan una 

absorbancia adecuada, se prosiguió con el desarrollo de la metodología analítica para la 

extracción de los productos de cuidado personal en muestras comerciales de músculo de 

Tilapia mediante DMFS y su determinación por medio de CLAR. La metodología se 

describe de forma general en  la figura 12.   
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Figura 12. Esquema general de la metodología experimental. 
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 2.7 Optimización de la  separación cromatográfica  
En todos los análisis se estableció un volumen de inyección de 20 µL, flujo de la fase móvil 

de 1 mL min-1 y detección a 240 nm. 

 

Para optimizar la separación cromatográfica, en ensayos por separado, se inyectó al 

sistema una mezcla de los diferentes estándares de los contaminantes a una 

concentración de 7.5 ppm utilizando como fase móvil diferentes mezclas metanol/agua en 

las proporciones mostradas en la tabla 5.  

 

Tabla 5. Proporción de los disolventes para la fase móvil en una elución isocrática. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Con el fin de mejorar las condiciones cromatográficas para la separación de los 

contaminantes se optimizó la elución con un gradiente lineal mostrado en la tabla 6. 

  
Tabla 6. Proporción de la fase móvil para una elución en gradiente lineal. 

Para cada ensayo se calcularon los parámetros de k’, N, Rs para determinar cuáles fueron 

las mejores condiciones. 

 Proporción % 

Ensayo Metanol Agua 

1 100 0 
2 90 10 
3 80 20 
4 70 30 
5 65 35 
6 60 40 

 Tiempo(Minutos) % Metanol % Agua 

Gradiente 
0 50 50 

10 90 10 
15 90 10 

Equilibrio 
17 50 50 
22 50 50 
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2.8  Parámetros de validación del sistema cromatográfico 
o Linealidad  

Para evaluar la linealidad del sistema cromatográfico, a partir de la mezcla de estándares 

de concentración 100 ppm de los analitos, se preparó una curva a las concentraciones de 

0.5, 1.0, 2.5, 10.0 y 30.0 ppm. Cada estándar fue inyectado por triplicado y se graficó  el 

área del pico cromatográfico contra la concentración de cada analito. Se obtuvo el 

coeficiente de determinación (r2) y la ecuación de la curva. 

o Repetibilidad 

La repetibilidad se evaluó inyectando por triplicado en días diferentes las disoluciones 

estándar de 1.0 y 10.0 ppm, obteniendo a partir de éstas el promedio del área del pico de 

cada analito, la desviación estándar (D.E.) y el coeficiente de variación porcentual (C.V. %).  

o Límites de detección y cuantificación  

Los límites de detección (LD) y de cuantificación (LC) se obtuvieron a partir de la relación 

señal/ruido (S/N) utilizando para el LD la concentración que proporciona una señal 3.3 

veces la S/N y para el LC la concentración que produce una señal 10 veces la S/N.  

 

2.9 Optimización de la extracción  
Se fortificaron con 250 µL de la disolución estándar de los analitos en estudio a diferentes 

muestras de 1 g de músculo (peso húmedo) a una concentración de 25 µg/g. La muestra 

se deja secar 1h a temperatura ambiente antes de realizar la extracción. Como se muestra 

en la tabla 7, para la DMFS se probaron los adsorbentes florisil y sílice C18 en diferentes 

proporciones. 
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Tabla 7. Proporciones de adsorbente sólidos utilizados en la optimización de la DMFS. 
 
 

 
 
 

 

 

Las muestras de pescado fortificadas se colocaron en un mortero de ágata con la 

proporción adecuada de adsorbente según lo muestra la tabla anterior (tabla 7) y con 

ayuda del pistilo se homogeneizó durante un minuto. Después, la mezcla resultante se 

empacó en un cartucho de EFS y de ser necesario según el ensayo se colocó una co-

columna previamente empacada en el mismo cartucho. 

Los analitos fueron recuperados del cartucho en ensayos separados utilizando 5 mL de 

Acetonitrilo grado cromatográfico al 100 %. El extracto se centrifugó a 2000 rpm durante 

10 min y el sobrenadante se llevó a evaporación a temperatura ambiente bajo corriente 

de N2. Después se re-suspendió con un volumen de 1 mL de una disolución MeOH/Agua 

50:50 v/v y se analizó por CLAR-UV. Finalmente, se calculó el porcentaje de recobro para 

cada ensayo comparando el área obtenida para cada analito contra el área obtenida con 

una disolución estándar a 25 ppm. 

 Ensayo 1 Ensayo 2 Ensayo 3 

Columna 1 g de florisil 1 g de C18 1 g C18 

Co-columna --- --- 0.2 g de florisil 
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Figura 13. Esquema que muestra las condiciones óptimas para la extracción de los analitos por DMFS.



 

42 

2.10 Parámetro validación del método de extracción  
o Linealidad del método y recobro 

Para evaluar la linealidad del método se fortificaron muestras de músculo de Tilapia por 

triplicado a las concentraciones de 2.5, 5.0, 10.0, 12.5 y 15.0 µg/g para todos los analitos.  

Se realizó la extracción y análisis de los compuestos utilizando las condiciones óptimas y 

se calculó la cantidad recuperada para cada analito. Se graficó la cantidad recuperada en 

función de la cantidad agregada y se obtuvo el coeficiente de determinación (r2) y la 

pendiente de la curva, la cual al multiplicarse por 100 representa el recobro global del 

método.  

o Repetibilidad  

 La repetibilidad se evaluó por medio de seis ensayos realizados en días diferentes a dos 

niveles de fortificación de la muestra 5.0 y 10 µg/g, obteniendo a partir de éstas el 

promedio del área del pico de cada analito, la desviación estándar (D.E.) y el coeficiente 

de variación porcentual (C.V. %).  

o Límites de detección y cuantificación  

 Los límites L.D. y L. C. se obtuvieron a partir de la relación S/N utilizando para el L.D. la 

concentración que proporciona una señal 3.3 veces la S/N y para el L. C. la concentración 

que produce una señal 10 veces la S/N.  

2.11 Evaluación del método DMFS-CLAR-UV con muestras 
reales 
Con el método desarrollado se analizaron tres muestras de músculo de Tilapia obtenidas 

en diferentes establecimientos comerciales. La muestra 1 se obtuvo en un mercado local y 

las muestras 2 y 3 de supermercados. Cada muestra fue analizada por triplicado.
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Capítulo 3. Resultados y Discusión. 

3.1 Determinación de los espectros UV de los analitos. 
 

Se obtuvieron los espectros de absorción UV para cada estándar de los analitos en 

estudio, los cuales se presentan en las figura 13. Se determinó que los parabenos 

presentan un máximo de absorción a 254 nm y la benzofenona-3 tiene tres máximos a 

240, 290 y 330 nm. Por otra parte, el DEET no presenta un máximo intenso como el resto 

de los analitos. Sin embargo, presenta cierta absorción a valores de longitud de onda 

menores a 250 nm. Con lo anterior, se determinó trabajar a un valor de longitud de onda 

donde todos los analitos presentaran absorbancias similares y se eligió el valor de 240 nm 

como la longitud de onda óptima de trabajo. 

 

Figura 14 Espectros de absorción a una concentración de 10 ppm en MeOH. 
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3.2 Optimización de la separación cromatográfica de los 

analitos 

En la figura 14, se muestran los resultados obtenidos con las diferentes fases móviles 

utilizadas para la separación de los contaminantes MPB, EPB, PPB, DEET y BP-3. 

 

Al utilizar una elución isocrática con fase móvil de composición MeOH:Agua 100:0, 90:10 y 

80:20 no se obtuvieron resultados satisfactorios en la separación de los analitos ya que la 

mayoría de los picos cromatográficos no tienen buena resolución. Por otro lado, con las 

proporciones 70:30, 65:35 y 60:40 mejoró la resolución de los analitos en la mezcla pero 

se observó ensanchamiento y coleo de los picos cromatográficos. Además, se obtuvieron 

tiempos de retención para el metilparabeno cercanos a 4 min y para prevenir la coelución  

con los componentes polares coextraídos del músculo de Tilapia se decidió probar otras 

condiciones para aumentar su tiempo de retención. 

 
De esta forma, se utilizó un gradiente de elución lineal el cual aumentó el tiempo de 

retención del metilparabeno a 6.5 min y aumenta la resolución de la mayoría de los 

analitos a valores mayores de 1.5. El tiempo de análisis se redujo a 22 min en comparación 

con la elución isocrática que proporciona valores de Rs equivalentes. 

 

En la tabla 8 se resumen los resultados de los parámetros cromatográficos calculados para 

las proporciones de fase móvil que permitían una separación de los analitos. En dicha 

tabla se observa que la elución en gradiente mejoró considerablemente los valores de Rs y 

N de la mayoría de los analitos a excepción del par DEET y PPB donde la resolución es 

menor a 1. Sin embargo, como se verá en la siguiente sección, esto no dificulta la correcta 

integración de esos picos y permite tener buena linealidad en el sistema cromatográfico.  
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Figura 15. Cromatogramas obtenidos de una disolución estándar a una concentración de 
7.5 ppm. Compuestos: 1. MPB, 2. EPB, 3. PPB, 4. DEET y 5. BP-3. Condiciones 
cromatográficas en la imagen.
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Tabla 8. Parámetros cromatográficos  de los PCPs a diferentes proporciones de la fase 
móvil. 

Fase móvil MeOH 70%: Agua 30% 

Analito tr (min) W (s) k' N α Rs 
Metilparabeno 3.73 0.644 0.42 536.002   
Etilparabeno 4.406 0.706 0.7 623.945 1.615 1.5212 

Propilparabeno 5.654 0.639 1.15 1253.086 1.703 1.9534 
DEET 6.382 0.661 1.43 1491.180 1.241 1.1017 

Benzofenona-3 13.20 1.500 4.0 1238.102 2.816 4.5418 
Fase móvil MeOH 65%: Agua 30% 

Analito tr (min) W (s) k' N α Rs 
Metilparabeno 4.17 0.633 0.583 692.299   
Etilparabeno 5.21 0.778 0.981 718.577 1.682 1.345 

Propilparabeno 7.25 0.867 1.756 1119.983 1.790 2.352 
DEET 8.08 0.872 2.071 1372.717 1.179 0.949 

Benzofenona-3 20.01 2.217 6.605 1303.633 3.190 5.382 
Fase móvil MeOH 60%: Agua 40% 

Analito tr (min) W (s) k' N α Rs 
Metilparabeno 4.816 0.817 0.830 556.421   
Etilparabeno 6.498 1.000 1.470 675.584 1.770 1.682 

Propilparabeno 9.967 1.200 2.788 1103.790 1.897 2.891 
DEET 11.116 1.167 3.225 1452.525 1.157 0.985 

Benzofenona-3 32.608 4.017 11.394 1054.476 3.533 5.351 
Fase móvil: Gradiente lineal 

Analito tr (min) W (s) k' N α Rs 
Metilparabeno 6.714 0.550 1.552 2384.280   
Etilparabeno 8.350 0.500 2.174 4462.240 1.401 3.272 

Propilparabeno 10.039 0.417 2.816 9288.025 1.295 4.054 
DEET 10.401 0.367 2.953 12874.409 1.049 0.987 

Benzofenona-3 13.335 0.500 4.068 11380.622 1.378 5.868 
El to del sistema fue de 2.631. 
 
En la figura 16, se presenta un ejemplo de un cromatograma obtenido con las condiciones 

de separación optimizadas. 
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 Figura 16. Cromatograma obtenido para la curva de calibración  de una disolución 

estándar de los  5 contaminantes a 30 ppm. 1. MPB, 2. EPB, 3. PPB, 4. DEET y 5. BP-3 

 

La variación de los tiempos de retención entre diferentes inyecciones de los analitos al 

utilizar la elución en gradiente se muestra en la tabla 9. Se obtuvieron valores de C.V. 

menores a 0.36 para el promedio de los tiempos de retención, lo que indica una baja 

dispersión de los datos obtenidos y por consiguiente implica confiable la determinación de 

los PCP’s por medio de su tr. 

Tabla 9 Tiempo de retención de los PCP´s en minutos a 7.5 ppm 

Analito tr 
 (promedio n=3) 

Desv. Est. C.V% 

Metilparabeno 6.70 0.025 0.367 
Etilparabeno 8.330 0.020 0.240 

Propilparabeno 10.040 0.001 0.014 
DEET 10.400 0.001 0.014 

Benzofenona-3 13.33 0.006 0.044 
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3.3 Parámetros de validación del sistema cromatográfico 

En la tabla 10, se resumen los resultados para cada contaminante de los cuales se muestra 

la ecuación de la línea recta.  

Tabla 10. Resultados de los parámetros de validación del sistema cromatográfico CLAR-UV 

 

El coeficiente de determinación (r2) obtenido para cada contaminante resultó mayor a 

0.9921 para todos los analitos, presentando una buena correlación lineal del sistema 

cromatográfico en el intervalo de concentración de 0.5 a 30 ppm. 

La repetibilidad del sistema fue buena con C.V. % inferiores a 6.06% de acuerdo a los 

parámetros establecidos según Taverniers [52] 11.3-16%  a los dos niveles de 

concentración utilizados. 

Los límites de cuantificación experimentales estuvieron entre 0.33 y 0.47 ppm, mientras 

que los límites de detección experimentales estuvieron entre 0.10 y 0.14 ppm. El DEET fue 

el compuesto con los valores mayores de L.D. y L. C. debido a que presentó la menor 

sensibilidad en el sistema de análisis. 

 

 

Analito Ecuación de la recta r2 C. V. % 
1 ppm 

C. V. % 
10 ppm 

L. D. 
(ppm) 

L. C. 
(ppm) 

Metilparabeno y = 111061x - 21773 0.9998 6.06 2.36 0.12 0.40 

Etilparabeno y= 84011x + 13453 0.9955 4.22 2.37 0.11 0.37 

Propilparabeno y = 58884x + 40384 0.9921 2.40 2.98 0.10 0.33 

DEET y = 16484x + 1032.4 0.9997 3.86 5.68 0.14 0.47 

Benzofenona-3 y = 45355x - 5057.4 0.9999 2.32 1.99 0.12 0.40 
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3.4 Optimización de la extracción por DMFS. 

El primer parámetro optimizado fue el tipo de adsorbente, se probaron sílice C18 y florisil 

(1 g de cada uno), con el primero se obtuvieron valores de rendimiento mayores al 95% y 

con el segundo fueron menores al 60% ( Figura 17), por lo cual se seleccionó la sílice C18 

como adsorbente de extracción. Sin embargo, el extracto obtenido con sílice C18 presentó 

turbidez debido a que coeluyen las grasas de la muestra de músculo de Tilapia con los 

analitos de interés, lo cual no ocurrió con el florisil. De esta forma, se agregó una co-

columna de 0.2 g de florisil al cartucho, previo al empaque de la muestra dispersada en la 

sílice C18. Esto disminuyó los recobros en un 20 % aproximadamente pero se logró 

eliminar el problema de la turbidez en los extractos obtenidos dejándolos aptos para el 

análisis por CLAR.   

 

Figura 17. Optimización de la DMFS. 
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El segundo parámetro optimizado fue el volumen del disolvente de elución. Se utilizó ACN 

debido a que tiene una menor afinidad por las grasas que el MeOH. Se evaluaron 5 y 10 

mL para la recuperación de los compuestos y se obtuvo un recobro similar para todos los 

analitos. Se eligió el volumen menor para  disminuir la cantidad de disolventes utilizados y 

el tiempo de análisis.  

De esta forma, las condiciones óptimas de extracción y análisis de los PCPs estudiados se 

resumen en la tabla 11. 

Tabla 11 Condiciones de extracción por DMFS y análisis CLAR-UV para músculo de Tilapia. 

 
En la figura 17 se presentan cromatogramas típicos para la disolución estándar, muestra 

blanco y muestra fortificada de músculo de Tilapia. Se puede observar la presencia de 

compuestos coextraidos de la matriz, los cuales no interfieren con los analitos debido a 

que son más polares. 

Condiciones cromatográficas 
Columna  Tipo: ZORBAX SB C18  

Tamaño de partícula: 5 µm  
Dimensiones: 4.6 x 250 mm 

Detección Tipo: UV 
Longitud de onda: 240 nm 

Fase móvil A: Metanol y B: Agua 
Gradiente 0 min (50 % A), 10 min (90% A), 15 min (90% A) 
Tiempo de equilbrio 7 minutos 
Velocidad del flujo 1 mL min-1 

Volumen de inyección 20 µL 
Tiempo total de análisis 22 minutos 

Condiciones DMFS 
Muestra 1 g de músculo de Tilapia mojarra (peso húmedo) 
Adsorbente 1 g Silice C18 
Co-columna 0.2 g Florisil 
Volumen de elución  5 ml Acetonitrilo 100% 
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Figura 18. Cromatogramas obtenidos con las condiciones óptimas de extracción y análisis para: (A) 

disolución estándar a 15 ppm, (B) muestra fortificada a 15 ppm y (C) muestra blanco.  

Compuestos: 1. MPB, 2. EPB, 3. PPB, 4. DEET y 5. BP-3. 

3.5 Parámetros validación del método DMFS-CLAR-UV 

La exactitud y linealidad del método se evaluaron al graficar la cantidad adicionada de 

cada analito contra la cantidad recuperada al aplicar el método desarrollado. Los datos 

obtenidos se analizaron por el método de mínimos cuadrados y se obtuvieron la ecuación 

de la recta y r2. Las gráficas obtenidas se presentan en el Anexo II. 

El recobro se evaluó con el valor de la pendiente de la curva  de cantidad recuperada en 

función de la cantidad agregada como se describe en la página 38. Se obtuvieron recobros 

entre 66 y 79 % valores aceptables respecto a lo indicado en el trabajo de Taverniers [52] 

a los valores de concentraciones en las que se trabajó. 

 Para la linealidad se obtuvieron valores aceptables con r2 mayor a 0.95 para todos los 

compuestos de interés.  

La repetibilidad fue evaluada a dos niveles de concentración 5 y 10 ppm, obteniéndose 

C.V. % menores a 15.80 %, por lo que se asegura una buena repetibilidad dado que estos 

valores de C.V.% se encuentran por debajo de  16% según lo reportado por Taverniers [52] 
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para estos niveles de contracción. Los L.D. permiten identificar a los analitos a 

concentraciones  entre 0.5 y 0.7 ppm, mientras que los límites de cuantificación permiten 

determinar concentraciones entre 1.7 y 2.3 ppm. 

Tabla 12. Resultados de la validación del método DMFS-CLAR-UV. 

 

3.6 Evaluación del método DMFS-CLAR-UV con muestras 

reales 

En la figura 19, se muestran cromatogramas obtenidos de las muestras comerciales de 

músculo de Tilapia. En las muestras del mercado local 19 de noviembre y del 

supermercado Wal-Mart no se detectaron los analitos y el perfil cromatográfico fue 

similar al de la muestra utilizada para la validación del método.  

En el análisis de la muestra del supermercado Soriana se observó un pico con un tiempo 

de retención cercano al del propilparabeno. Sin embargo, no fue posible cuantificarlo 

debido a que tuvo una respuesta menor al L.C. del método para este compuesto. Además 

de esta señal, se observaron otros compuestos coextraídos de la matriz pero ninguna de 

las señales coincide con los tr de los otros analitos estudiados. 

Analito r2 

 
Recobro global 

(%) 
C. V. % 
5 ppm 

n=3 

C. V. % 
10 ppm 

n=3 

L. D. 
(ppm) 

L. C. 
(ppm) 

MPB 0.9979 79.15 6.70 1.27 0.5 1.7 

EPB 0.9938 74.53 5.51 5.65 0.5 1.7 

PPB 0.9549 66.03 0.61 10.28 0.6 2.0 

DEET 0.9862 76.79 0.59 15.80 0.7 2.3 

BP3 0.9826 66.19 6.59 4.34 0.5 1.7 
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Figura 19. Cromatogramas obtenidos del análisis de diferentes muestras con el método 

DMFS-CLAR-UV. (A) Muestra 1: Mercado 19 de noviembre, (B) supermercado Wal-Mart y 

(C) supermercado Soriana, (D) Disolución estándar a 10 ppm. *PPB en muestra.  
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Conclusiones 
  

• Se desarrolló  una metodología para la extracción de Metilparabeno, Etilparabeno, 

Propilparabeno, DEET y Benzofenona-3 en músculo de Tilapia mediante DMFS y su 

determinación por CLAR-UV.  

• Se optimizó la separación cromatográfica de los analitos Metilparabeno, 

Etilparabeno, Propilparabeno, DEET y Benzofenona-3 utilizando un gradiente de 

elución con fase móvil metanol y agua. Se obtuvieron buenos valores de eficiencia 

y factor de retención para todos los analitos y los valores de resolución fueron 

adecuados con valores mayores a 1.5 a excepción del par de picos del PPB y DEET 

(Rs = 0.98). 

• El sistema cromatográfico demostró ser lineal con coeficientes de determinación 

(r2) mayores a  0.99, preciso con C.V.% menores a 6% y con límites de 

cuantificación  entre 0.33 y 0.47 ppm. 

• Las condiciones óptimas de extracción de los analitos fueron: 1 g de músculo de 

Tilapia mojarra (peso húmedo), 1 g de sílice C18, 0.2 g de florisil como co-columna 

y elución con 5 mL de ACN 100 %.    

• El método DMFS-CLAR-UV fue validado obteniéndose valores aceptables para la 

linealidad con coeficientes de determinación (r2) mayores a 0.95, buena exactitud 

con recobros mayores a 66 %, buena precisión con C.V.% < 16 y límites de 

cuantificación entre  0.5 y 0.7 ug/g. 

• El método validado se aplicó a tres muestras comerciales de músculo de Tilapia 

adquiridos en diferentes establecimientos y solo se detectó al analito 

Propilparabeno en la muestra adquirida en el supermercado Soriana. 
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Perspectivas  
• Con el fin de disminuir los límites de cuantificación para los analitos, el método de 

DMFS desarrollado en esta tesis servirá como base para acoplar un sistema de 

preconcentración y análisis en línea mediante el uso de la técnica de Extracción en 

Fase Sólida y el sistema cromatográfico.  

 

• Se espera que el método de DMFS con análisis en línea sea aplicado para el 

monitoreo de los contaminantes emergentes estudiados en muestras de músculo 

de pescado en un monitoreo más extenso que incluya tanto muestras comerciales 

como muestras obtenidas en los sitios de cultivo de Tilapia mojarra. 
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Anexo I 
• Curvas de calibración para la linealidad del sistema. 

 
Figura 20 Curvas de calibración de metilparabeno, etilparabeno y propilparabeno de cinco 

niveles de concentración  0.5, 1.0, 2.5, 10.0 y 30.0 ppm. 

Figura 21 Curvas de calibración de DEET y benzofenona-3 de cinco niveles de 

concentración 0.5, 1.0, 2.5, 10.0 y 30.0 ppm. 
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Anexo II 
 

• Curvas de calibración para la linealidad del método 

 
Figura 22 Curva de calibración de metilparabeno, de cinco niveles de fortificación 2.5, 

5,10, 12.5 y 15 µg agregados. 

 

 

 
Figura 23 Curva de calibración de Propilparabeno, de cinco niveles de fortificación 2.5, 

5,10, 12.5 y 15 µg agregados 

 

 

y = 0.7915x + 0.7818 
R² = 0.9979 

0

5

10

15

0 5 10 15 20

µg
 re

cu
pe

ra
do

s 

µg agregados 

Metilparabeno 

y = 0.6603x - 0.0552 
R² = 0.9549 

0
2
4
6
8

10
12

0 5 10 15 20

µg
 re

cu
pe

ra
do

s 

µg agregados 

Propilparabeno 



 

58 

 

 

 
Figura 24 Curva de calibración de Etilparabeno, de cinco niveles de fortificación 2.5, 5,10, 

12.5 y 15 µg agregados. 

 

 

 

 

 

Figura 25 Curva de calibración de DEET, de cinco niveles de fortificación 2.5, 5,10, 12.5 y 

15 µg agregados. 
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Figura 26 Curva de calibración de oxibenzona, de cinco niveles de fortificación 2.5, 5,10, 

12.5 y 15 µg agregados. 
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Anexo III 
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