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INTRODUCCION

Los productos para el cuidado personal (PCP) en el medio acuatico han sido reconocidos como uno de
los problemas ambientales mas urgentes durante la ultima década. Los filtros UV son contaminantes
de reciente preocupacion ya que se utilizan ampliamente en los PCP, asi como en muchos productos
industriales para protegerlos contra la fotodegradacién. Estos ingresan al medio ambiente acudtico por
medio de insumos directos de actividades recreativas, pero principalmente a través de los efluentes de
las plantas de tratamiento de aguas residuales. Como resultado, los organismos acuaticos estan
expuestos durante todo su ciclo de vida. Los filtros UV pueden causar alteraciones hormonales como
actividad estrogénica o afectaciones a la produccion de hormonas esteroideas.
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Desarrollar y validar una metodologia que acople la extraccion en fase solida en linea a un sistema de
cromatografia de liquidos de alta resolucion y deteccion UV para el analisis de los analitos
benzofenona-3 (BP-3), benzedrona (4-MBC), octocrileno (OCT), avobenzona (AVO) y octinoxato
(2-EHMC) en muestras de musculo de pescado adquiridas en diferentes puntos de venta.

METODOLOGIA

Optimizacion de la separacion cromatografica de filtros UV
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Disoluciones estandar
[BP3, 4-MBC, OCT, AVO, 2-EHMC] = 1000 ppm

Mezcla estdndar
[BP3+4-MBC+OCT+AVO+2-EHMC] = 20 ppm

Curva de calibracion 5-30 mg L
Aforado en mezcla MeOH:Agua
90:10

Condiciones 6ptimas de analisis Fase Movil

d Volumen de inyeccion = 20 pl

d Fase movil: A = MeOH,

d Flujo: 1.0 mL/ min

B = Agua 1 Tipo de elucion = Isocratico

(1 Deteccion UV/VIS
BP3, OCT, 2EHMC y 4MBC

Q Columna = Zorbax-SB-C18 Q Tiempo (min) %A %B [|A=310nmyAVO A = 360
d Dimensiones: 4.6 x 250 mm, 5 ym 10 90 10 nm
Optimizacion de la Extraccion en Fase Soélida en linea
Posicion Bomba Disolvente/ Vol. Flujo
Paso . : Proceso :
valvula activa Extracto (mL) (mL/min)
MeOH 100% 4
1 C BA Lavad 1.5
2 e Agua 100% 4
2 Carga BA Carga del extracto MeOH 47% 5 1.5
3 Carga BA Carga Agua 100% 1 1.5
MeOH 87%
4 I id BC Elucic 14 1.5
nyeccion ucion Agua 13%
5 Carga BA Limpieza MeOH 100% 4 15

Sistema de Extraccion en Fase Solida en linea y CLAR
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RESULTADOS Y DISCUSION
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Tabla 1. Parametros cromatograficos utilizando 90%
Metanol y una mezcla de estandares a 15 ppm.
Analito N Rs
BP-3 9466 10.379
| “ A 4-MBC 10491 2.081
; . VAV
OCT 9232 5.252
“1 ) 13 Zﬁ AVO 10295 1.592
. 5 2-EHMC 10518 -
N = eficiencia; Rs = Resolucion.
" Tabla 2. Parametros estadisticos para la validacion
L del sistema cromatografico fuera de linea
« — ‘ = LD lQ  CV (%)
Analit i
: : ; 6 S o A (ngmL?) (hgmL?) n=3 4
o ) i BP-3 98 327  0.436  0.9993
C
4-MBC 149 497 0.726  0.9998
I OCT 159 531 0.965 0.9997
AVO 77 257 0.875 0.9984
) 2-EHMC 77 257 0.926 0.9995
J \ } L /\ \ LD = Limite de Deteccion; LQ = Limite de Cuantificacion;
i S L o CV = Coeficiente de Variacion;
A A r? = Coeficiente de Determinacion
* En el intervalo de concentracion de
Figura 1. Cromatograma de una mezcla de estandares 5,000-30,000 ng mL-.

(

15 ppm) monitoreados a 310 nm. a) 87% MeOH como

ase movil; 6: C 6. 1: BP-3; 2: 4- g - 4:
f Svil; b) 90%; c) 93%. 1: BP-3; 2: 4-MBC; 3: OCT: 4

AVO; 5: 2-EHMC.

Tabla 3. Pardmetros de validacion del sistema EFS-CLAR-UV en linea.

CV (%) CV (%) Proporcion LQ

Analito R(%) ras 4ngmLt 80ngmL? o3 Y g & fuera de
ng mL ng mL , ,
n=3 n=3 linea/en linea

BP-3 95.21 0.9992 12.23 7.45 0.4 1.2 273
4-MBC 92.89 0.9987 5.48 5.30 0.4 1.2 414

OCT 88.65 0.9989 10.43 5.96 1.9 5.9 90

AVO 80.48 0.9881 13.79 10.60 1.7 5.1 50
2-EHMC 85.62 0.996 20.08 8.81 1.1 3.3 78

R= Recobro; r2 = Coeficiente de Determinacion; LD = Limite de Deteccién; LQ = Limite de Cuantificacion;
CV = Coeficiente de Variacion. * En el intervalo de concentracion de 5-320 ng mL™.
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Las mejores condiciones para la separacion cromatografica fueron: una fase mévil de MeOH/H,0
en proporcion 90:10, dado que los analitos tuvieron buena resolucion con valores mayoresa 1.5y
buena eficiencia con numero de platos tedricos (N) mayores a 9200, ademas de que se disminuyo
el tiempo de analisis a 11 minutos.

En lo que concierne a la validacion del sistema cromatografico en linea, se obtuvieron buenos
recobros mayores a 80%. La repetibilidad es aceptable (%CV. < 20) para el orden de
concentraciones de trabajo (ng mL* = ppb), mientras que la linealidad también fue adecuada.

Al comparar los LQ que se obtienen con ambos sistemas se logra apreciar las ventajas de acoplar
la EFS en linea con el sistema cromatografico ya que se pueden determinar concentraciones entre

1.2 vy 5.9 ng mL! que son entre 50 y 414 veces mas bajos en comparacion con el sistema
cromatografico convencional. Este sistema en linea permite obtener LQ equiparables a los

sistemas mas sofisticados y costosos como los acoplados a espectrometria de masas.

CONCLUSIONES

 Se optimizo la separacion cromatografica de cinco diferentes filtros UV y se valido el sistema
cromatografico el cual mostré un buen desempeno.

 El acoplamiento del sistema de EFS-CLAR-UV en linea resulté exitoso ya que permitio obtener
recobros mayores a 80 % para todos los analitos y limites de cuantificacion entre 1.2 y 5.9 ng
mL? los cudles estan en el orden de las ppb.

 E| sistema en linea sera aplicado para el analisis de extractos de musculo de pescado para
evaluar la presencia de estos analitos en muestras destinadas al consumo humano.
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