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Resumen: En este trabajo de investigacion se ha desarrollado y validado una metodologia analitica para la deter-
minacion y cuantificacion de una familia de benzofenonas en muestras de suelo, estos compuestos provienen de
procesos industriales, de sintesis organica, generalmente cosméticos y protectores solares, que no son eliminados
durante el tratamiento de las aguas residuales; se han optimizado las variables de extraccion utilizando la técnica
de Extraccion por Liquidos Presurizados (PLE), los compuestos fueron detectados y cuantificados mediante
un cromatdgrafo de liquido acoplada a espectrometria de masas en tdndem (MS/MS, QqQ), operando en modo
ESI positivo y negativo, en modo SRM (monitorizaciéon de la reaccion seleccionada) con separacion de los
analitos en menos de 6 minutos, utilizando la Benzofenona deuterado (BP-d- ) como patrén interno; obteniendo
recuperaciones de los analitos comprendidas entre el 97,0% y 101,0% con el método. Los limites de deteccion
fueron de 0,05 a 0,90 ng g y el limite de cuantificacion entre 0,16 a 2,70 ng g'. Se ha demostrado que el mé-
todo analitico es preciso, sensible, selectivo y exacto, con limites de deteccion y cuantificacion suficientemente
bajos para emplear este método analitico en la deteccion y cuantificacion de estos compuestos en esta muestra
medioambiental. Este método ofrece una innovacion cientifica, ya que son pocos los métodos publicados sobre
el estudio de estos microcontaminantes en suelos agricolas como matriz estudiada.
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Abstract: In this research work an analytical methodology has been developed and validated for the determina-
tion and quantification of a family of benzophenones in soil samples, these compounds come from industrial
processes, organic synthesis, cosmetics and sunscreens, which are not eliminated during the Treatment of waste
water; The extraction variables have been optimized using the Pressurized Liquid Extraction (PLE) technique,
the compounds were detected and quantified by a liquid chromatograph coupled to tandem mass spectrometry
(MS / MS, QqQ), operating in positive ESI mode and negative, in SRM mode (monitoring of the selected
reaction) with analyte separation in less than 6 minutes, using deuterated Benzophenone (BP-d-10) as internal
standard; obtaining recoveries of analytes between 97.0% and 101.0% with the method. The detection limits
were 0.05 to 0.90 ng g-1 and the quantification limit between 0.16 to 2.70 ng g-1. The analytical method has
been detected is precise, sensitive, selective and accurate, with detection and quantification limits sufficiently
low to detect this analytical method in the detection and quantification of these compounds in this environmental
sample. This method offers a scientific innovation, since there are few published methods on the study of these
microcontaminants in agricultural soils as a matrix studied.
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puestos quimicos con actividad como disruptores
endocrinos. Muchos de estos compuestos van a las
aguas residuales urbanas e industriales, pudiendo
ser degradados y eliminados durante el tratamiento
de las mismas. Sin embargo, se ha demostrado que
los procedimientos de depuracion en las estaciones
depuradoras de aguas residuales (EDARs) no son
completamente efectivos, ya que estas sustancias
permanecen en los efluentes tratados, pudiendo
reingresar al medio ambiente convirtiéndose en
un serio peligro para los ecosistemas11-13. (Fent
et al., 2006; Jemba, 2006).

Generalmente, los lodos de depuradoras obteni-
do como subproducto en los EDARs son sometidos
a tratamientos de compostaje, que presenta nume-
rosas ventajas tales como la desinfeccion de los
lodos, la eliminacion por via microbiana de algunos
contaminantes, y la obtencion de un sustrato rico en
materia organica y nutrientes, apto para el enmenda-
do de suelos agricolas. Actualmente, se conoce muy
poco acerca de la capacidad que tiene este proceso
en la eliminacion definitiva de estos contaminantes
emergentes. Tampoco se tienen evidencias de que
parametros o factores favorecen la degradacion
de estas sustancias durante este proceso. Por otro
lado, se desconoce de manera exacta del efecto
que produce el enmendado de los suelos con lodos
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Figura 1. Estructura de las benzofenonas estudiadas.

o compost sobre los contaminantes presentes, asi
como el riesgo real al que estan expuestos los seres
humanos, ya que estas sustancias pueden transfe-
rirse, por ejemplo, a las aguas subterraneas17,18.
(Benitez-Villalba et al., 2013; Jemba, 2006; Fent
et al., 2006). En la actualidad no se cuenta alin
con evidencia suficiente, que la presencia de estas
sustancias en los suelos puede representar un riesgo
para la salud humana y los ecosistemas, ya que al
encontrarse adsorbidos, los microorganismos del
suelo no pueden biodegradarlos satisfactoriamen-
te, convirtiéndose en sustancias bioacumulables,
persistentes y toxicos; existiendo la posibilidad de
ser transferidos a las cosechas, y de ingresar en la
cadena alimentaria de los seres vivos (Khetan &
Collins, 2007; Kummerer, 2004; Bush, 1997).

En este sentido, el desarrollo de nuevas técnicas
analiticas, permite determinar concentraciones de
compuestos a nivel ultra traza (ug-ng L"), en ma-
trices complejas como son las medioambientales
(Jemba, 2006; Petrovic et al., 2005; Diaz-Cruz et
al., 2006). Entre estos compuestos se encuentran
las benzofenonas que son cetonas aromaticas muy
usadas en numerosas aplicaciones como, perfume-
ria, reactivos en sintesis organicas y en productos
como jabones y protectores solares. Son sustancias
blancas cristalinas, insolubles en agua y con olor
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a rosa (Sanchez-Brunete et al., 2011; Kotnik et
al., 2014; Benitez-Villalba et al., 2013; European
Commission, 1996). En la Figura 1 de observa
las benzofenonas estudiadas en este trabajo de
investigacion.

Existe escasa informacion sobre la determina-
cion de benzofenonas en suelos, se ha encontrado
trabajos en sedimentos utilizando la técnica de
extraccion por liquidos presurizados (PLE) y la
técnica de cromatografia gaseosa acoplada con
espectrometria de masas, mientras que el estudio
de estos contaminantes en causes hidricos son mas
numerosas (Jeon et al., 2013; Sanchez-Brunete
et al., 2011). Estos contaminantes ingresan a los
ecosistemas terrestres a través de lodos de depura-
dora tratados o compostados que se utilizan como
fertilizantes en el enmendado de suelos agricolas
(Benitez-Villalba et al., 2013; Jemba, 2006; Fent
et al., 20006).

Anualmente, se liberan al agua miles de tonela-
das de contaminantes emergentes, estimandose en
unos 6 millones el nimero de sustancias disponibles
comercialmente y su uso se estd incrementando en
un 3-4 % en peso cada afio (Kummerer, 2003). Por
ello, la nueva preocupacion medioambiental y de
salud publica ha sugerido a la comunidad cientifica,
que se debe hacer gran esfuerzo para investigar este
problema e intentar paliar en la medida de lo posible
sus efectos (Khetan & Collins, 2007; Kummerer,
2004; Bush, 1997). Este trabajo de investigacion se
ha realizado con el objetivo de desarrollar, optimi-
zar y validar un método analitico sensible con el fin
de poder cuantificar una familia de benzofenonas
en muestras de suelos contaminados, y que pueda
ser aplicado en el futuro para el monitoreo de estas
especies quimicas en muestras de suelos agrico-
las o futuros estudios cinéticos de degradacion o
biodegradacion de estos compuestos en la matriz
mencionada para entender su comportamiento
medioambiental.

Materiales y métodos
Productos quimicos Reactivos

Se utilizaron reactivos de grado analitico. Los pa-
trones: Benzofenona 1 (BP-1), Benzofenona 2 (BP-

2), Benzofenona 3 (BP-3), 4-hidroxibenzofenona
(4-OHBP), Benzofenona 6 (BP-6), Benzofenona 8
(BP-8) y Benzofenona deuterado (BP-d-, ) fueron
suministrado por la casa comercial Sigma-Aldrich
(St. Louis, MO, USA). Las soluciones de los ana-
litos (200 mg.mL™") se prepararon mensualmente y
se almacenaron a -20 °C. Las soluciones estandar,
mezclas de estos compuestos junto con el patron
interno se prepararon con metanol o en la fase movil
inmediatamente antes de su uso. Estos estandares
se almacenaron en botellas de vidrio oscuro. El
metanol y acetonitrilo que se utilizaron para la
preparacion de la fase movil fueron de grado LC-
MS suministradas por Fluka (St. Louis, MO, USA).
El amoniaco y acetato de etilo se adquirieron de
Merck (Darmstadt, Alemania). El agua (18,2 MQ
cm) se purifico por un sistema Millipore Milli-Q
(Bedford, MA, USA).

Instrumentacion y software

Para la extraccion de los analitos de la matriz estu-
diada se utiliz6 un equipo de Liquido Presurizados
Dionex ASER 200 (Sunnyvale, CA, USA) equipado
con un controlador de solvente para la extraccion.
Un cromatografo Waters Acquity UPLC™ acoplado
a espectrometro de masas triple cuadrupolo Waters
H-Class-Xevo TQS™ con una fuente de ionizacion
por electroespray Z-spray™ ESI para la deteccion
de los analitos. La separacion de los compuestos se
obtuvo utilizando una columna ACQUITY UPLC
BEH™ C, (1,7 um; 2,1 mm x 50 mm) (Waters).
El control del instrumento, la deteccion de picos
y la integracion se llevaron a cabo utilizando el
software MassLynx (version 4.1). Se utilizaron
una centrifuga Hettich Universal 32 (Tuttlingen,
Alemania) y un horno Memmert (Schwabach,
Alemania). Se utiliz6 un software Statgraphics Plus
version 5.0 (Manugistics, Rockville, MD, USA,
2000) para el tratamiento estadistico de los datos.
Paquetes Microsoft® Office: Word®, Excel® y
PowerPoint® 2007.

Optimizacion del equipo UPLC-MS/MS

MS/MS: El método de deteccion del espectrometro
de masas se optimizé mediante infusiones directa
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individuales de cada compuesto para optimizar la
respuesta del i6n precursor. Para una mayor sensi-
bilidad y selectividad, se realizaron los analisis de
las masas en modo SRM y los pardmetros MS/MS,
se optimizaron individualmente para cada benzofe-
nonas mediante la infusion directa de una solucion
estandar de 0,5 mg.mL"' disuelta en metanol en el
espectrometro de masas en modo combinado, usan-
do el aducto [M—H]" como el i6n precursor para las
mayorias de los analitos y para el BP-2 se oper6 en
modo negativo [M—H]". También se optimizaron el
voltaje capilar, la fuente y la temperatura de desol-
vatacion, el flujo de gas de cono, el flujo de gas de
desolvatacion, el flujo de gas de colision y el flujo
de gas del nebulizador (algunos de estos parametros
afectan fuera de la sonda, pero su optimizacion se
realizod junto con los parametros adecuados). La
optimizacion se desarrollo inyectando estandares de
analitos individuales a un flujo fijo y sin columna
cromatografico.

UPLC: Para la optimizacion del método croma-
tografico, se empled una disolucion metandlica de
los analitos a una concentracion de 100 pug L. Se
estudiaron las principales variables que afectan a
la separacion cromatografica y la intensidad de la
sefial, fueron evaluadas las fases estacionarias dadas
las caracteristicas de los analitos seleccionados. La
fase movil, se ensayaron con agua desionizada, me-
tanol y acetonitrilo, con y sin aditivos. Los aditivos
estudiados fueron el acetato de amonio (20 mM, pH
9.2) y la solucién de amoniaco al 0,025% v/v que
se agregaron como modificadores de la fase movil.
Se ensayaron varias gradientes una vez definida la
fase movil optima. También se evaluaron el efecto
del caudal, la temperatura de la columna y los vo-
limenes de inyeccion.

Optimizacion del proceso de extraccion
Recoleccion y almacenamiento de las muestras

Se recolectaron muestras de suelo emendadas con
compost elaborados con lodos provenientes de una
estacion depuradora de aguas residuales EDARs,
de un campo experimental situada en la Huerta de
Santa Maria en la Vega de Granada — Espafia en
el municipio de Belicena a 5 km de la capital y de

coordenadas 37° 11°09.50” N; 3°41°39.85” O. En
el suelo agricola no se ha utilizado ningun tipo de
plaguicidas en los tlltimos 10 afios con el objetivo de
no alterar la microbiota del suelo (Kinney, C. A.et
al., 2006) y el compost utilizado en el experimento
no contenian benzofenonas ya que fueron previa-
mente analizadas en el laboratorio. Se recolectaron
las muestras de la parte superior del suelo (0 — 30
cm) utilizando un muestreador de 2 cm de calado
y una barrena helicoidal tipo EIJKELKAMP. Cada
una de las muestras de suelo tomadas se sometio
a las siguientes etapas para asegurar su correcto
analisis en el laboratorio. Se adicion6 formaldehido
1 % (m/v), para evitar el crecimiento microbiano
en las muestras. Se secaron y se tratod las muestras
en bandejas de plastico y al sol a temperatura am-
biente. Una vez secas se molturaron con un mortero
de hierro y se tamizaron con ayuda de una malla
de 2 mm. Posteriormente se introdujeron en una
bolsa de plastico y se llevaron al laboratorio donde
permanecieron a una temperatura de 4 °C hasta su
analisis. Una vez en el laboratorio, las muestras de
suelo fueron analizadas.

Preparacion de muestras fortificadas

Debido a la ausencia de un material de referencia
certificado, se agregaron a 0.5 g de muestras de
suelo, 1 mL de una solucién estandar metandlica
que contenia los analitos. Este volumen hace que
los analitos entren en contacto con toda la muestra.
Para alcanzar el equilibrio de sorcion y permitir la
evaporacion completa de las muestras, las mezclas
se agitaron durante 2 minutos en un vortex y luego
se dejaron reposar 24 horas a temperatura ambiente
en la oscuridad antes del analisis.

Optimizacion de la extraccion por liquidos
presurizados PLE

La extraccion de los analitos se realizo por el méto-
do de Extraccion por Liquidos Presurizados (PLE)
(Canosa et al., 2007), se llevo a cabo utilizando un
Equipo Dionex, modelo ASE 200. Se optimizaron
los parametros mas influyentes en el proceso PLE.
En todos los casos, la cantidad de muestra suelo
agricola empleada fue de 0.5 g. Los parametros
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optimizados fueron el, disolvente de extraccion,
tiempo de extraccion, temperatura de extraccion
y la presion. El ntimero de ciclos de extraccion
realizados a lo largo de todo el proceso de optimi-
zacion de variables fue de 1, ya que previamente
se demostro que el uso de mas ciclos no repercutia
en una mejora notable de la recuperacion, pero
aumentaba de forma innecesaria el consumo de
disolvente y el tiempo de extraccion. Se utilizaron
las muestras enriquecidas con 500 ng.g'! de cada
compuesto en estudio para las optimizaciones.
Las condiciones iniciales fueron las siguientes:
temperatura, 140 °C; presion, 1000 psi; tiempo
de extraccion estatica, 25 mini; 1 ciclo; tiempo
de purga 90 s, y 30% de volumen de descarga. Se
utilizé metanol como disolvente de extraccion. El
volumen de extraccion final fue aproximadamente
7 mL. El extracto organico se transfiri6 a un tubo
de centrifuga y se centrifugé a 5000 r.p.m. (3634 x
g) durante 30 minutos. El sobrenadante se evaporo
a sequedad bajo corriente de nitrégeno. Se disolvid
con 1 mL de fase moévil inicial cromatografica y se
agito en vortex durante unos segundos. No se obser-
vo una pérdida significativa de analitos durante este
procedimiento. El extracto final se filtr6 a través de
filtro de nylon de 0,45 pm y se transfiri6 a un vial
cromatografico de vidrio listo para su inyeccion en
el UPLC-MS/MS.

Resultados y discusion
Espectrometro de masas MS/MS:

El método de deteccion MS/MS se optimizd me-
diante infusiones individuales de cada compuesto
para optimizar la respuesta del i6n precursor, [M
— HJ" para la mayoria de los analitos y [M — HJ
para el BP-2. Se monitorizo la respuesta de dos
productos de fragmentacion idnicos, uno se utilizé
para la cuantificacion y la otra para la identificacion
o confirmacion del analito. Para la cuantificacion se
selecciond la transicion mas abundante por obtener
la méaxima sensibilidad. El voltaje del cono (voltaje
de desolvatacion para romper el disolvente —aducto
de analito) se optimizo para cada i6n precursor, y la
energia de colision también se optimizd para cada
transicion para obtener la maxima sensibilidad. La

resolucion seleccionada para ambos cuadruplos fue
de 0.7 Da.Una vez obtenidas las condiciones para
todos los analitos, se llevé a cabo una optimizacion
de la sonda del electrospray. Los parametros opti-
mos ensayados fueron: voltaje capilar ESI (+), 0,60
kV; Voltaje de capilar ESI (-), 1,8 kV temperatura
de la fuente, 150 °C; temperatura de desolvatacion,
500 °C; flujo de gas conico, 150 L/h; caudal de gas
de desolvatacion, 800 L/h; flujo de gas de colision,
0.15 mL/min, y flujo de gas del nebulizador, 7.0 bar.
Se utilizo nitrégeno (> 99.995%) como gas de cono
y desolvatacion, y argon (99.999%) como gas de
colision. Después de seleccionar los iones precur-
sores, los iones del producto se obtuvieron con una
combinacion de energias de colision y voltajes de
cono. Se seleccionaron las dos transiciones SRM
mas sensibles (una utilizada para la cuantificacion y
la otra para la confirmacion). Para la cuantificacion,
se eligi6 la transicion mas abundante por obtener la
maxima sensibilidad. El tiempo de espera para cada
transicion fue de 25 ms, y el retardo entre explora-
ciones se establecio en 3 ms. Se monitorizo6 la res-
puesta de dos productos de fragmentacion idnicos,
uno se utilizo para la cuantificacion y la otra para
la identificacion o confirmacién del analito. Las
energias de colision y los voltajes de cono 6ptimos
seleccionados para cada transicion y los tiempos
de retencion se muestran en la Tabla 1. Solo se
seleccion6 una transicion para el estandar interno
porque la sustancia seleccionada es un compuesto
marcado isotdpicamente que es poco probable que
se encuentre en muestras ambientales.

Toda la optimizacion del MS/MS se desarrollo
infusionando estandares de analitos individuales a
un flujo fijo y sin columna cromatografico. Todos
estos parametros optimizados ayudaron a mejorar
y obtener una sensibilidad 6ptima. Una vez que se
establecieron todas las condiciones estudiadas se
establecieron los tiempos de retencion en el método
cromatografico.

Cromatdgrafo de liquidos UPLC:

Dadas las caracteristicas de los analitos selecciona-
dos, en el desarrollo de la metodologia propuesta se
ha empleado la cromatografia en fase reversa (fase
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Tabla 1. Parametros del espectrometro de masas para las benzofenonas.

Analito Transicion CV/CE Transicion CV/CE Modo
BP-1 214.9 — 136.8 2/18 214.9 — 80.81 2/32 ESI (+)
BP-2 245.1 — 134.8 40/16 245.1 — 108.8 40/22 ESI (-)
BP-3 228.0 — 150.8 4/20 229.0 — 104.9 4/18 ESI (+)
BP-6 275.0 — 150.9 14/18 275.0 — 128.7 14/18 ESI (+)
BP-8 2449 — 120.8 14/20 2449 — 150.8 14/20 ESI (+)

4-OHBP 199.0 — 120.8 36/20 199.0 —104.8 36/18 ESI (+)
BP-d,, 193.1 — 109.8 18/16 193.1 — 81.8 18/30 ESI (+)

estacionaria menos polar que la fase moévil). Se
seleccion6 una columna con relleno C , ACQUITY
UPLC BEH™ (2,1 mm x 50 mm) y 1.7 um de ta-
mafio de particula. Para la fase movil, se evaluaron
el metanol y acetonitrilo como fase movil organicas
(disolvente B) siendo el metanol la utilizada para la
fase movil por dar mejor sefial analitica. Se evaluo
el agua desionizada (disolvente A) con y sin aditi-
vos. De los aditivos seleccionados para el estudio
acetato de amonio (20 mM, pH 9.2) y la solucion
de amoniaco al 0,025% v/v que se agregaron como
modificadores de la fase movil, la sensibilidad para
la deteccion de los analitos mejord significativa-
mente en condiciones alcalinas porque la ionizacion
de compuestos con grupos fendlicos (grupos acidos)
se logra mejor en estas condiciones. Los resultados
Optimos se obtuvieron con amoniaco, que también
se afladi6 al metanol (disolvente B) a la misma
concentracion. De la comparacion de las interfaces
ESIy APCI con el aditivo 6ptimo en la fase movil,
el ESI en modo positivo proporciond la ionizacioén
Optima para la mayoria de los analitos y también
se observo menos supresion de la ionizacion debi-
do a los efectos de la matriz. Las condiciones de
gradientes optimo fueron: fase movil inicial, 60%
(B), que se increment6 linealmente a 100% (B) en
4.0 min y se mantuvo durante 2.5 min para limpiar
la columna. Finalmente, volvio al 60% en 0.1 min
y se mantuvo 3.4 min para equilibrar la columna.
El tiempo total de ejecucion fue de 8 min. Para el
estudio del efecto caudal se ensayaron velocidades
de flujo de 0.050 a 0.350 mL/min y este parametro

mejor6 significativamente la resolucion, la forma
del pico, la intensidad de la respuesta y los tiempos
de retencion. El caudal 6ptimo seleccionado fue de
0.300 mL/min que mejoro la resolucion de los picos
cromatograficos y los tiempos de retencion. Se en-
sayaron temperaturas de la columna de 30 °C a 50
°Cy la temperatura optima seleccionada fue de 40
°C que mostrd en todos los casos una buena forma
de pico. Finalmente se evaluaron los volumenes
de inyeccion desde 2 a 10 pL y se selecciono 5 pul
como optimo (ver valores optimos en la Tabla 2).

Tabla 2. Valores 0ptimos de las condiciones cromatograficas.

Fase ACQUITY UPLC®BEH C18 (2.1
estacionaria x 50 mm) 1.7pm
Fase mévil A: Agua B: Metanol
Tiempo A% B %
(min)
40 60

Modalidad: g b 8
Gradiente 5.0

51 40 60

10.0 40 60
Flujo 0.3 mL min™
.Volum.e'n de 50
inyeccion
Temperatura del 40°C
horno
Detecciéon ESI-MS/MS
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Optimizacion de la extracciéon por liquidos pre-
surizados PLE

En la optimizacion del disolvente de extraccion se
empled una metodologia univariante. Se ensayaron
varios disolventes teniendo en cuenta el rango de
polaridad que cubren estos compuestos: metanol,
Acetonitrilo y acetato de etilo. Las mejores recupe-
raciones, para la mayor parte de los analitos, se ob-
tuvieron cuando se utiliz6 metanol como disolvente
de extraccion (Figura 2). Por tanto, este disolvente
fue elegido para continuar la optimizacioén de las
variables de extraccion.

Para la optimizacion de las variables (tiempo,
temperatura y presion), se llevo a cabo un estudio
de las tres de manera conjunta mediante un disefio
experimental de tipo Doehlert. Este disefio describe
un dominio experimental esférico, ofreciendo una
distribucion uniforme de los experimentos en un
espacio tridimensional cuboctaedro, de modo que
12 experimentos son equidistantes de un experi-
mento central, describiendo una esfera de radio uno
(Sautour et al.,2001). El ensayo consistio de quince
experimentos (tres de ellos puntos centrales), siendo
seleccionada como variable de respuesta la suma
de las areas de respuesta de la familia de los com-

B Metanol

100
90
80
70
60
50
40
30
20
10

I3

% RECUPERACION

@ Acetonitrilo

puestos objeto de estudio. Los maximos y minimos
de cada factor experimental, se establecieron de
acuerdo a las posibilidades del sistema instrumen-
tal. Es decir, para el tiempo de extraccion, el valor
minimo fue de 5 min y el maximo de 25 min; para
la temperatura, el minimo fue de 80 °C y el maximo
de 140 °C y para la presion el minimo fue de 500
psiy el méximo de 1500 psi. El procedimiento se-
guido para la optimizacion de estas variables fue el
siguiente: (i) Se pesaron 0.5 g de muestra sélida en
una celda de extraccion. (ii) Se fortifico la muestra
con una disolucion metanolica conteniendo todos
los analitos de estudio. (iii) Se agito durante 2 min
en un vortex y se dejo reposar durante al menos
24 h a temperatura ambiente, con el objetivo de
alcanzar un equilibrio entre los analitos y la matriz.
Una vez transcurrido este tiempo, se llevo a cabo
la extraccion de las muestras.

La evaluacion de los resultados del disefio expe-
rimental se basoé en el estudio de ciertos parametros
como el grafico de Pareto, el analisis de la varianza,
el grafico de la superficie de respuesta y el optimo
calculado. El primer parametro estudiado fue el
grafico de Pareto. A continuacion, se muestran los
graficos obtenidos en este estudio:

0O Acetato de etilo

BP-1 BP-2

BP-3

4-OHBP BP-6 BP-8

BENZOFENONAS

Figura 2. Influencia de la naturaleza del disolvente en suelo agricola.
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Superficie de Respuesta Estimada
Benzofenonas - Suelo

Presion=1000,0 (Psi)

Tiempo (minutos)

Figura 3. A) Grafico de Pareto B) Grafica de superficie de respuesta de la familia de benzofenonas en muestra de suelo agricola

estudiada.

El resultado obtenido a partir de este grafico
de Pareto Figura 3. A) para las benzofenonas de-
muestra que las dos variables estudiadas, tiempo y
temperatura, tienen un efecto positivo en el proceso
de extraccion y ambas son significativas para esta
familia de compuesto, mientras que la presion es
positiva, pero no significativo.

La siguiente etapa fue realizar un ANOVA, de-
terminandose el valor de % R?, para asi conocer la
idoneidad del disefio aplicado. El valor calculado
fue de 93.17% demostrando un buen ajuste de los
datos al modelo propuesto.

Finalmente se procedio al estudio de las superfi-
cies de respuesta Figura. 3 B) obtenidas con objeto
de determinar de manera grafica cudl es el 6ptimo de
las condiciones propuestas. El 6ptimo fue calculado
maximizando la ecuacion de la curva que da lugar a
la representacion de la superficie de respuesta. Los
resultados obtenidos demuestran que el tiempo y
la temperatura producen un efecto positivo en el
proceso de extraccion. Se fijé 25 min para el tiempo
de extraccion y 140 °C para la temperatura. Estos
valores son proximos a los 6ptimos obtenidos para
la mayoria de los analitos en esta matriz. Para la
presion el 6ptimo obtenido fue de 1500 psi.

A continuacidn, se presenta un resumen de los
valores optimos y se detalla el procedimiento final
de extraccién PLE aplicado a la matriz estudiada
cuando se empled esta técnica de extraccion. Se
pesan 0.5 g de muestra en la célula metalica, y se
extrae en el equipo fijando las condiciones mostra-

das en la Tabla 3.

El extracto orgdnico obtenido se trasfirié a un
tubo de centrifuga y se centrifugd durante 30 min a
5000 r.p.m. (3634 x g). El sobrenadante fue recogi-
do sobre un vial de vidrio y se evapor6 a sequedad
bajo corriente de N,. A continuacion, se re disolvio
con 1 mL de la fase movil inicial cromatografica,
y se agitd en vortex durante unos segundos. El
extracto final, se filtr6 a través de filtro de nylon
de 0.45 um y se transfirié a un vial cromatografico
de vidrio, quedando listo para su inyeccion en el
LC-MS/MS.

Validacion del método analitico

El método analitico se validd en términos de li-
nealidad, selectividad, sensibilidad y precision
(veracidad y reproducibilidad). Para establecer la
metodologia analitica en la muestra medioambien-

Tabla 3. Variables optimizadas y las condiciones de extrac-
cion final para el procedimiento por PLE en suelos.

Variable Valor Variable Valor
Precalentamiento | 2 min Presion 1000 psi
Calentamiento Smin | Temperatura | 140°C

Tiempo .
Flush 30% Lo 25 min
estatico
Purga S Ciclos 1
N2
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Tabla 4. Parametros del calibrado externo benzofenonas (E) y del calibrado en suelos (S). n = puntos de calibracion, a = inter-
cepto, sa = desviacion estandar del intercepto, b = pendiente, sb = desviacion estandar de la pendiente, R? (%) = Coefiente de

correlacion, Sy/x = desviacion estandar de la regresion.

BP-1 BP-2 BP-3 BP-6 BP-8 4-OHBP

E S E S E S E S E S E S

n 21 21 21 21 21 21 21 21 21 21 21 21
a 18.07 42.0 -3.2 42.0 5.0 11.0 | 51.7  80.1 14  -262] 22 568
S, 7.9 17.4 1.5 13.5 2.7 34 82 3416 | 09 122 | 13 138
b(gng") | 6.8 0,7 8.1 7.2 1.3 2.7 3.9 1.2 52 8.1 1.2 149
S, 0.3 0.1 | 2.0.10% 1.6.10%| 0.5 6.3.10°| 02 9.5.10%| 1.1 0.1 0.2 0.2
R* (%) 99.1 970 99.7 99.6 993 997 | 983 97.1 99.8 999 [ 99.8 999
b 149 329 2.9 2.5 5.1 6.4 15.5 347 1.8 6.1 25 374

tal seleccionada se procedié del siguiente modo:
(1) se realizé un calibrado externo con patrones en
disolvente para cada uno de los analitos en estudio.
(i1) se realiz6 un calibrado en matriz para cada uno
de los analitos. (iii) se compararon las pendientes
de ambos calibrados mediante un test estadistico de
t-student. El patron interno seleccionado de acuerdo
a las propiedades fisico-quimicas para realizar los
calibrados fue la Benzofenona deuterado (BP-d- ),
utilizando en todos los casos la relacion area del
pico del analito/area del pico del patrén interno y
la concentracion de analito. Los requisitos de la
validacion del método analitico se establecieron de
la siguiente manera: (a) Linealidad, el coeficiente
de determinacion (R2) debe ser igual o mayor que
0.990 y la desviacion residual maxima debe ser
menor al 25%. (b) La precision, expresada como
desviacion estandar relativa DER (precision entre
dias) debe ser < 30%. (c), la veracidad, expresada
como recuperacion media, debe estar en el rango
70 a 120%. (d) El LC (limite de cuantificacion)
debe cumplir con los requisitos (b) y (c). Estos
requisitos se ajustan a la Decision 2002/657 / CE
de la Comision.

En el calibrado en disolvente se prepararon
patrones conteniendo cantidades creciente de los
analitos (3 réplicas por nivel) 7 niveles de concen-
tracion y una concentracion constante del patron
interno (0.6 ug kg"). Para el calibrado en matriz
también se prepar6 una curva de 7 niveles de con-
centracion (con 3 réplicas de cada nivel) mediante la
adicion de una solucidn patron mezcla de todos los
analitos en metanol. Se anadio el patrén interno para
obtener la concentracion del extracto final BP-d10
(0.6 pug kg') v se extrajo segun el procedimiento
previamente optimizado en la técnica PLE. En la
Tabla 4 se muestran los resultados obtenidos de
los parametros analiticos para el calibrado externo
y en matriz.

Se evaluo el efecto matriz comparando los dos
calibrados, externo y en matriz para determinar
si existen diferencias significativas entre ambos,
en la Tabla 5, se presentan los resultados del test
estadistico de la comparacion del calibrado externo
y en matriz evaluando asi el efecto matriz.

Al evaluar los resultados obtenidos para cada
uno de los analitos estudiados en las muestras de
suelo se puede observar que, en la mayor parte de

Validacién de un método de analisis de benzofenonas en muestras de suelo por extraccion con liquidos presurizados
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Tabla 5. Comparacion de calibrados para el suelo.

BP-1 Sy/x2 F,, b Homog. var. - L Conclusién
Agua 222.0 .

0.2 2.17 ST 1.3 2.69 |NO EXISTE EFECTO MATRIZ
Matriz 1082.4
BP-2 Sy/xz F,, F., Homog. var. - L Conclusién
Agua 8.4 i

1.3 2.17 SI 35.1 |2.69 |EXISTE EFECTO MATRIZ
Matriz 6.2
BP-3 Sy/x2 F,, | Homog. var. - o Conclusion
Agua 26.0 )

0.6 2.17 SI 2.7 2.69 | EXISTE EFECTO MATRIZ
Matriz 40.9
BP-6 Sy/x’ F,, F, Homog. var. wal L Conclusiéon
Agua 240.2 ,

0.2 2.17 SI 134 |[2.69 |EXISTE EFECTO MATRIZ
Matriz 1204.1
BP-8 S, F F., Homog. var. " ton Conclusion
Agua 32 .

0.1 2.17 SI 2.6 2.69 |NO EXISTE EFECTO MATRIZ
Matriz 37.2
4-OHBP Sy/x2 F_, F, Homog. var. - o Conclusion
Agua 6.2 i

1.2 2.17 SI 0.6 2.69 |NO EXISTE EFECTO MATRIZ
Matriz 53

los casos, existen diferencias significativas entre las
pendientes en el calibrado externo y el calibrado en
suelo en todos los casos, por lo que se puede decir
que existe efecto matriz. Con esto se confirma que la
correcta cuantificacion de los analitos en la muestra
de suelo requiere el uso de las curvas de calibrados
basadas en matriz. Dos aspectos fundamentales se
examinaron en esta validacion de método analitico
que se realiz6 cuando el analito se encuentra pre-
sente en la muestra: el Limite de Deteccion (LD) y
el Limite de Cuantificacion (LC) cuyos resultados
se encuentran en la Tabla 6. En la misma, también
se detallan los valores del Rango Dindmico Lineal
(RDL) propuestos para cada analito en la matriz
estudiada. Los valores obtenidos de %R?* fueron
proximos al 100 % en todos los casos, demostrando
que existe linealidad en el intervalo estudiado para
todos los analitos en la matriz de estudio; ademas de
la sensibilidad del método analitico o sensibilidad

de la calibracion que se ha medido mediante la re-
lacion entre la sefial instrumental y la concentracion
del analito del punto 2 del rango lineal, y viene dada
por la pendiente de la recta de calibrado.

Exactitud del Método: Precision y Veracidad

Para establecer la exactitud del método propues-
to, se ha estudiado la veracidad del mismo en
términos de recuperacion con muestras dopadas
y su precision en términos de variabilidad inter e
intra-dia. Uno de los mayores problemas que se
encuentran a la hora de estudiar la exactitud de un
método, en términos de veracidad, especialmente
en matrices ambientales poco investigadas, es la
ausencia de materiales certificados. Por este motivo,
en este trabajo, se ha llevado a cabo un estudio de
recuperacion con muestras dopadas, a un nivel de
concentracion cercano al limite de cuantificacion,
empleando para ello muestras limpias de los com-
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Tabla 6. Términos de validacion del método analitico: Limite de Deteccion (LD), Limite de Cuantificacion (LC), Rango lineal
dinamico, Sensibilidad analitica, Porcentajes de recuperacion (%R) Precision (%RSD).

et || D | LE ) Rango (ti;lgé;r_lli)co lineal Sensibil(i:llga(gl_gnalitica %R | % DER
BP-1 0.28 0.83 2.9-600 414 99 3
BP-2 0.90 2.70 1.7-1800 40.0 97 3
BP-3 0.05 0.16 0.1-120 0.8 101 4
BP-6 0.40 1.20 1.3-800 52.7 99 3
BP-8 0.09 0.27 1.0 -200 1.6 98 4
4-OHBP 0.05 0.16 0.1-120 1.2 99 3

puestos o cuyas concentraciones estan por debajo de
los limites de deteccion del método. Las muestras
fueron analizadas empleando el procedimiento
operatorio descrito a lo largo de este trabajo y la
concentracion de cada analito en la muestra se de-
termino por interpolacion a la curva de calibracion
dentro del rango dindmico lineal. Los valores de
recuperacion se obtuvieron por comparacion con
las cantidades de analito conocidas que fueron
afiadidas previamente a las muestras.

Por su parte, para evaluar la exactitud del méto-
do en términos de precision, se realizaron diversas
réplicas de los analisis llevados a cabo en el estudio
de veracidad, durante un mismo dia y durante diez
dias consecutivos. En las tablas siguientes se mues-
tran las recuperaciones de los ensayos realizados
para cada analito durante la validacion (%R) y en
los valores obtenidos para la precision, expresada
como desviacion estandar relativa (%DER).

Los promedios de los porcentajes de recupera-
cion para las muestras de suelo fueron proximos al
99 % (entre el 98 % para el BP-8 y el 101 % para
BP-3 en la matriz estudiada), lo que nos lleva a
deducir que el procedimiento de extraccion es efi-
ciente y el método veraz. Por otro lado, los valores
obtenidos para el DER fueron menores al 4% en
todos los casos. Estos datos se encuentran dentro de
limites aceptables para cumplir los requisitos esta-
blecidos en la guia de validacion empleada, segun
la cual se consideran aceptables valores iguales o
inferiores al 15% en general, y al 20% en la zona
proxima al limite de deteccion del método, por

lo que se pudo concluir que el método propuesto
para las muestras de suelo utilizando la técnica de
extraccion por liquidos presurizados genera resul-
tados proximos entre si, cumpliendo de este modo
los requisitos de precision. Se trata por tanto de un
método veraz, preciso y por tanto exacto.

A continuacion, se muestran los cromatogramas
de suelo dopadas utilizando el método optimizado
por liquidos presurizados (Figura 4).

Conclusion

Este trabajo de investigacion propone la validacion
de un método analitico, basado en la extraccion por
liquidos presurizados PLE seguido por el analisis
por cromatografia de liquidos acoplada a un espec-
trometro de masas en tindem, para la determinacion
y cuantificacion de una familia de benzofenonas
en muestras de suelos. Las benzofenonas son
ampliamente utilizadas en perfumeria, jabones y
protectores solares entre otros, y se consideran pro-
ductos quimicos de alteracion endocrina. Aunque
los extractos mostraron efectos en la matriz para
todos los analitos, la optimizacion de extraccion
por liquidos presurizados, junto con la deteccion y
cuantificacion por UPLC-MS/MS permitieron una
sensibilidad analitica y un rendimiento analitico
del método.

Este método proporcion6 un LD bajo (entre
0.05 y 0.28 ng g'), recuperaciones altas y bue-
na precision, lo cual es un logro importante en
comparacion con otros métodos que involucran
mas procedimientos. La técnica de extraccion
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Metodo optimizado
Patron L6 2 micro Pl

1: MRM of 2 Channels ES+
193.096 > 81.795 (BP-d10)
6.83e7

1 N

000 050 1.00 150 200 250 3.00 350
Patron L6 2 micro Pl

400 450 5.00 550 6.00 650 | 700 | 750
2 MRM of 2 Channels ES+
199.032 > 104 855 (4-OH-BP)

10% N 802e6
0+ T T T T 7 T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
0.00 0.50 1.00 1.50 2.00 250 3.00 350 4.00 450 5.00 550 6.00 6.50 7.00 7.50
Patron L8 2 micro Pl 5. MRM of 2 Channels ES+
101 3.37 244 968 > 120.856 (BP8)
% k 118e7
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10( 394 275.032 > 94 868 (BPE)
k 3.02e7
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Patron L6 2 micro PI 4: MRM of 2 Channels ES+
10 4.45 229.032 = 104.901 (BP3)
% 8.06e6
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Patron L6 2 micro Pl 16: MRM of 2 Channels ES-
101 0.91 245096 > 108.875 (BP2)
% L 3.10e6
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Patron L6 2 micro Pl 3 MRM of 2 Channels ES+
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% /L 1.11e7
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Figura 4. Cromatograma de las benzofenonas en las condiciones 6ptimas.

por liquidos presurizados podemos considerar
una técnica de extraccion 6ptima debido a buen
rendimiento de extraccion, facil operacion,
tiempos de analisis corto y el alto grado de auto-
matizacion, con alta sensibilidad y precision. La
contribuciéon mas importante de este trabajo es
que se ha desarrollado un método analitico que
muestra buenos parametros analiticos como la
precision y la sensibilidad en la determinacion de
los compuestos que fueron seleccionados para el
estudio del mismo en los suelos agricolas y que
puede ser aplicado en el futuro para el monitoreo
de estas especies quimicas en muestras de suelos
agricolas o futuros estudios cinéticos de degra-
dacion o biodegradacion de estos compuestos en
suelo agricola para entender su comportamiento
medioambiental.
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