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RESUMEN 
 

Actualmente, en la extracción de contaminantes emergentes, una de las principales 

tareas es buscar métodos que permitan minimizar el uso de disolventes orgánicos. 

La extracción con fluidos supercríticos es una tecnología verde y ambientalmente 

limpia, ya que minimiza el uso de disolventes orgánicos e incluso puede llevarse a 

cabo sin el uso de los mismos. En la presente investigación, se evaluó la viabilidad 

de la extracción de los contaminantes emergentes di-(2-etilhexil) ftalato (DEHP), 4-

nonilfenol (4-NP) y bisfenol A (BPA) en fórmula infantil utilizando dióxido de carbono 

en estado supercrítico (scCO2) (registro de patente en trámite IMPI 

MX/a/2017/004080, anexo A). La densidad de scCO2, el tiempo de extracción y el 

uso de co-solvente, fueron las variables de proceso evaluadas. Las mejores 

condiciones para la extracción simultánea de estos tres compuestos fueron: 

densidad de scCO2 0.85 g/mL, tiempo de extracción 40 minutos y 5% de metanol 

como co-solvente. La extracción se llevó a cabo en lote (fase estática). Las muestras 

fueron analizadas mediante HPLC-DAD. El método fue aplicado para el análisis de 

una muestra no dopada, en la cual, sólo DEHP y BPA estuvieron presentes, con 

una concentración de 2.88 ± 0.24 y 0.07 ± 0.001 µg/g, respectivamente. Paralelo a 

esto, la muestra fue tratada a través de la técnica convencional Soxhlet, obteniendo 

una concentración de DEHP y BPA de 1.57 ± 0.06 y 0.40 ± 0.05 µg/g, 

respectivamente. Por lo anterior, se puede inferir que el método de extracción por 

scCO2 proporciona mejores resultados para la extracción de DEHP que la técnica 

convencional Soxhlet; sin embargo, para BPA no se obtuvieron resultados 

favorables utilizando el método desarrollado en esta investigación. 

. 
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INTRODUCCIÓN  
 

Los contaminantes emergentes son compuestos químicos de distinto origen y 

naturaleza (plastificantes, productos de cuidado personal, fármacos, pinturas, 

tensoactivos, lubricantes, etc.) que por varias décadas han pasado inadvertidos los 

posibles efectos negativos que pueden generar en las especies silvestres y en la 

salud humana. Dentro de los contaminantes emergentes se encuentran los 

disruptores endócrinos (EDs, por sus siglas en inglés), los cuales son compuestos 

exógenos que alteran el sistema endócrino a través de la modificación de procesos 

de síntesis, secreción, transporte o reconocimiento de hormonas, propiciando 

enfermedades tales como obesidad, autismo, dimorfismo sexual, cáncer de mama, 

entre otros (Cirillo et al., 2015). 

La presente investigación se enfoca en el análisis de un grupo selecto de EDs 

ampliamente distribuidos en el ambiente y usados como monómeros o aditivos en 

la industria de empaques para alimentos: DEHP, 4-NP y BPA. Este grupo es de los 

más importantes y ampliamente estudiados debido a su alta incidencia en matrices 

alimentarias y a las altas concentraciones en las que se han detectado (Cirillo et al., 

2015; Ferrer et al., 2011; Yano et al., 2015). 

Los ftalatos como plastificantes en la industria de empaques para alimentos están 

físicamente ligados a los polímeros; la ausencia de enlaces covalentes entre la 

matriz plástica y los ftalatos propicia la liberación de estos compuestos hacia los 

alimentos (Zhang et al., 2011; Schettler, 2006). La exposición a ftalatos es de 

especial interés debido a su relación con efectos adversos en la salud de recién 

nacidos y niños, especialmente diabetes, resistencia a la insulina, obesidad, 

alergias y asma, desordenes del espectro autista y déficit de atención (Benjamin et 

al., 2017). 

4-NP es uno de los principales alquilfenoles (APs, por sus siglas en inglés) 

producidos y utilizados a nivel industrial. Este compuesto es ampliamente distribuido 

en el ambiente como resultado de su uso como materia prima o como aditivo en las 

resinas epóxicas (Amiridou et al., 2011); además, es usado para producir tris-
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(nonilfenol)-fosfato (TNPP) el cual es empleado como estabilizante y antioxidante 

en la manufactura de empaques para alimentos (Fernandes et al., 2008). 4-NP es 

clasificado como ED por los efectos que presenta sobre el sistema hormonal en 

seres vivos incluyendo seres humanos (Capriotti et al., 2013; Kudłak y Namieśnik, 

2008). 

Por otro lado, BPA es usado principalmente en la fabricación de resinas epóxicas y 

plásticos de policarbonato. Las primeras, son utilizadas para el recubrimiento de la 

superficie en contacto con el alimento en latas y tapas metálicas; los plásticos de 

policarbonato son utilizados para empaques, botellas de plástico, biberones, 

recipientes para microondas, etc. (Sahki et al., 2014). Varios estudios han mostrado 

una relación entre BPA y efectos adversos en el sistema reproductivo humano, tales 

como cáncer de mama y próstata, enfermedades del corazón, diabetes, efectos 

negativos en la función del sistema inmune y obesidad (Asimakopoulos et al., 2012; 

Clayton et al., 2011; Melzer et al., 2010). 

La exposición de estos compuestos en infantes es de especial interés por los 

efectos que pueden generar en las primeras etapas del desarrollo humano. La 

principal fuente de exposición a BPA y 4-NP para recién nacidos e infantes es 

debido a la migración de estos compuestos de los recubrimientos de latas utilizadas 

en el empaque de fórmulas infantiles y de biberones (Muncke, 2009); 

adicionalmente, las fórmulas infantiles y alimentos para bebé representan una 

fuente importante de DEHP (Benjamin et al., 2017). 

En la extracción de estos EDs en matrices alimentarias una de las principales tareas 

es minimizar el uso de disolventes orgánicos. Por lo anterior, es necesario el 

desarrollo y uso de técnicas ambientalmente limpias, que permitan reducir el 

consumo de disolventes orgánicos.  

La extracción con fluidos supercríticos es considerada una técnica verde y 

ambientalmente limpia. Es una tecnología que se ha utilizado exitosamente para la 

extracción de compuestos de distinta naturaleza química; por ejemplo, scCO2 es un 

agente de extracción selectivo para la cafeína y su uso en la obtención de café y té 
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descafeinados fue la primera aplicación comercial de un fluido supercrítico, seguido 

de la extracción de lúpulo en la industria cervecera (Housecroft y Sharpe, 2006). 

Un fluido supercrítico posee propiedades de disolvente similares a las de un líquido, 

pero también exhibe propiedades de transporte parecidas a las de un gas; de esta 

manera, un fluido supercrítico no sólo puede disolver solutos, sino que también es 

miscible con los gases ordinarios y penetra en los poros de la matriz (Housecroft y 

Sharpe, 2006). El fluido supercrítico más comúnmente utilizado es CO2, el cual es 

un disolvente barato, no tóxico, no flamable, no cancerígeno, que permite la 

extracción selectiva de los compuestos de interés al modificar las condiciones de 

proceso (Jin et. al., 2013). 

En nuestro conocimiento, no existe el reporte de una metodología de extracción de 

EDs en fórmula infantil, ni en ninguna otra matriz alimentaria, asistida scCO2. Por lo 

que la presente investigación representa las bases para el desarrollo una alternativa 

de extracción ambientalmente limpia que constituya una opción sustentable de 

análisis. 
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1. ANTECEDENTES 
 

 
1.1 Contaminantes emergentes 

 

La Agencia de Protección Ambiental (EPA, por sus siglas en inglés) de Estados 

Unidos define a los contaminantes emergentes como nuevos compuestos químicos 

sin un estatus de regulación y con un impacto en el ambiente y la salud humana que 

es poco entendido. Estos compuestos se encuentran ampliamente distribuidos en 

el ambiente, en matrices como: agua, aire, sedimentos y alimentos (Priac et al., 

2017). 

Entre los contaminantes emergentes se incluyen los retardantes de llama 

bromados, compuestos perfluorados, fármacos y EDs como ftalatos, APs, BPA y 

estrógenos naturales y sintéticos (Daughton, 2011). Estos compuestos son 

empleados en productos tales como medicamentos humanos y veterinarios, 

empaques para alimentos, tensoactivos, pinturas, plastificantes, aditivos 

industriales en diferentes procesos, etc. (Alberto et al., 2015). 

Recientemente los contaminantes emergentes han despertado el interés de la 

comunidad científica y las agencias internacionales de salud EPA, European Food 

Safety Authority (EFSA), y Food and Drug Administration (FDA) debido a la 

frecuencia de detección en ambientes acuáticos, aguas residuales, aguas 

superficiales y agua destinada al consumo humano y a su toxicidad por presentar 

actividad biológica en concentraciones de ng/L (Mompelat et al., 2009). El problema 

principal de los contaminantes emergentes es la falta de conocimiento de su impacto 

a mediano y largo plazo sobre la salud humana y el ambiente (Deblonde et al., 

2011). 
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1.1.1 Disruptores endócrinos (EDs) 
 

La disrupción endócrina es una alteración al sistema endócrino, el cual es el 

responsable de controlar un gran número de procesos tales como la diferenciación 

de las células durante el desarrollo y formación del organismo, así como la mayoría 

de las funciones de tejidos y órganos a lo largo de la edad adulta (Bergman et al., 

2012). 

En años pasados la disrupción endócrina ha atraído la atención de la comunidad 

científica alrededor del mundo por sus efectos negativos en la salud humana. Los 

EDs son definidos por la EPA como compuestos químicos exógenos que afectan la 

estructura o función del sistema endócrino y causan efectos adversos a la salud 

(Zielinska et al., 2014). 

Estos compuestos están presentes en el ambiente en todas partes. La exposición 

puede ocurrir a través de desperdicios industriales que son emitidos al ambiente y 

a las cadenas de alimentación, contaminación de sistemas de agua, uso 

indiscriminado de pesticidas, exposición por cosméticos y productos de cuidado 

personal, fármacos, productos plásticos y a través de la dieta (Walker y Gore, 2016). 

Los EDs actúan por múltiples mecanismos para alterar el sistema endócrino, entre 

ellos: agonismo o antagonismo directo con las hormonas en los receptores 

estrogénicos, disrupción de las enzimas esteroidogénicas, disrupción en el 

metabolismo y síntesis de hormonas, alteración en la expresión de los receptores 

estrogénicos y reprogramación epigenética, entre otros (Gore et al., 2015; Rissman 

y Adli, 2014; Diamanti et al., 2009). 

La exposición a EDs está ligada a una amplia variedad de efectos adversos en la 

salud humana, entre los que se incluyen:  cáncer dependiente de hormonas 

(especialmente cáncer de mama y de próstata), malformaciones genitales, 

deficiencias cognitivas y en el neurodesarrollo, infertilidad, pubertad temprana y 

obesidad (Braun, 2017; Gore et al., 2015; Schneider et al., 2014; Diamanti et al., 

2009). 
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Los efectos de los EDs son específicos para un tejido y dependen de la 

sincronización, dosis y duración de la exposición. Aunque la exposición en cualquier 

etapa de la vida puede causar alguna alteración en el sistema endócrino, en las 

etapas del desarrollo (fetal e infantil) el organismo es especialmente vulnerable a 

estos compuestos (Walker y Gore, 2016). La exposición durante las etapas fetal e 

infantil, incluso a muy bajos niveles, puede inducir algunas alteraciones en el 

desarrollo del organismo, pero los cambios fenotípicos pueden aparecer después, 

durante el desarrollo, o cuando el organismo ha alcanzado la madurez (Heindel et 

al., 2015; Vandenberg et al., 2012; Barker, 2004). 

La lista de estos xenobióticos es extensa; sin embargo, algunos de los principales 

grupos de compuestos son: ftalatos, APs, BPA, polibromodifeniléteres y estrógenos 

naturales y sintéticos, tales como genisteína y daidzeína, que se encuentran 

presentes en el ambiente y en los alimentos (Crini y Badot, 2007). Estos compuestos 

pueden actuar sinérgicamente produciendo efectos que no se presentan al actuar 

individualmente (Bergman et al., 2012). 

 

1.2 Contaminantes emergentes en fórmula infantil   
 

Como se mencionó en la sección anterior, el grupo de los ftalatos, APs y BPA son 

de los principales contaminantes emergentes y EDs presentes en el ambiente y en 

los alimentos. Por lo anterior, con el objetivo de conocer la incidencia de estos 

grupos de compuestos en la matriz fórmula infantil, se realizó una búsqueda 

exhaustiva en la literatura científica de los estudios que reportan la presencia de 

estos compuestos en dicha matriz. A continuación, en las tablas 1.1, 1.2 y 1.3, se 

muestran los estudios que se han publicado desde el año 2000 hasta el 2018 de la 

determinación de ftalatos, APs y BPA en este alimento. 

La Tabla 1.1 muestra los estudios publicados de la determinación de ftalatos en 

fórmula infantil. Los diéster del ácido ftálico, comúnmente conocidos como ftalatos, 

son ampliamente utilizados en la industria de plásticos desde 1930 (Gao y Wen, 

2016). La aplicación más importante de este conjunto de compuestos es como 
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plastificantes, ya que imparten flexibilidad y maleabilidad a los polímeros (Swan, 

2008); sin embargo, también se emplean como aditivos en otros productos tales 

como pinturas, lubricantes, adhesivos, insecticidas y cosméticos (Gao y Wen, 2016).  

En los últimos años, el estudio de este grupo de compuestos como contaminantes 

emergentes, los posibles efectos adversos que presentan en la salud humana y su 

presencia en diferentes matrices (alimentos, agua, polvo, aire, aguas residuales, 

etc.) ha tenido un notable aumento. Esto puede corroborarse con lo presentado en 

la Tabla 1.1, ya que los estudios publicados en lo que va de esta década superan 

los publicados del año 2000 al 2010. 

Dentro del grupo de los ftalatos se encuentran una gran variedad de compuestos; 

sin embargo, como lo expone la Tabla 1.1, DEHP, DBP (di-n-butil ftalato) y DiBP 

(diisobutil ftalato) son los más destacados en este grupo, debido a su alta 

producción y aplicación en la industria de empaques (Mezcua et al., 2012). 

En fórmula infantil, DEHP es uno de los ftalatos que se ha determinado en un mayor 

número de estudios, lo cual refleja su alta incidencia en esta matriz; además, varios 

estudios reportan su presencia en el 100% de las muestras analizadas (Del Bubba 

et al., 2018; Ren et al., 2016; Fromme et al., 2011; Yano et al., 2005) y es el 

compuesto que se ha determinado en mayor concentración, dentro del intervalo de 

10-5080 ng/g (Cirillo et al., 2015; Sorensen, 2006). En la Sección 1.2.1 se discute 

con mayor profundidad las razones de su alta incidencia y la importancia de este 

compuesto como contaminante en matrices alimentarias. 

Otro grupo importante de EDs son los APs. De manera general, el término APs es 

utilizado para referirse a dos grupos de compuestos: 4-nonilfenol y sus isómeros 

(NPs), y 4-octilfenol e isómeros (OPs) (Priac et al., 2017). Debido a que los APs 

pueden actuar como agentes emulsificantes, dispersantes, solubilizantes y 

humectantes, son ampliamente utilizados para la producción de diversos productos 

tales como tensoactivos (no iónicos y aniónicos), agentes de limpieza, 

desinfectantes, formulaciones de pesticidas, estabilizantes de resinas 

etilcelulosicas, oleorresinas, resinas fenólicas y de ésteres, productos textiles y de 

papel (Priac et al., 2017; Amiridou et al., 2011; Pernica et al., 2015). 
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Tabla 1.1 Determinación de ftalatos en fórmula infantil. Estudios publicados del año 2000 al 2018. 

Referencia Muestras 
(positivas) 

Extracción  Cuantificación LD 
(ng/g) 

Concentración encontrada en las muestras (ng/g) 

 DEHP DBP DiBP BzBP DMP DiNP DEP DiDP MEHP MBP 
               

Petersen y 
Breindahl, 2000 

11 (2) ELL + EFS CG-MS 4-100 40-60 ND  4-10       

               
Casajuana y 
Lacorte, 2004 

1 (1) ELL + EFS CG-MS 0.06-
0.12 

20.5 18.4  1.2 1.38  64-89    

               
Yano et al., 

2005 
27 (27) ELL CG-MS NR 34-281 15-77         

               
Mortensen et 

al., 2005 
10 (NE) ELL + EFS HPLC-MS 0.05-

0.1 
        5.6-10 0.6-4 

               
Sorensen, 2006 8 (NE) ELL + EFS HPLC-MS <10 10-138 <9  <4  <5  <5   

               
Fromme et al., 

2011 
4 (4) ELL + EFS CG-MS 0.1-0.3 9.3-53.7 1.7-5.5 1.6-4.9        

               
Bradley et al., 

2013 
16 (NE) ELL CG-MS 1-13 110  13        

               
Cirillo et al., 

2015 
50 (40)* ELL + EFS HPLC-

Fluorescencia 
5-7.5 50-5080 8-1297         

               
Ren et al., 2016 30 (30)* ELL + EFS CG-MS 5-100 14-183 ND-201 ND-104  ND-359      

               
Ge et al., 2016 90 (78)* ELL + EFS CG-MS 5-15 24.2 38 16.6  8.7      

               
Del Bubba et 

al., 2018 
4 (4) ELL + 

HPLC 
CG-MS 0.5-4.2 18-75 6.2-11 18-25 3-5.5  2-3     

               
Abreviaturas: DEHP=di-(2-etilhexil) ftalato; DBP=di-n-butil ftalato; DiBP=diisobutil ftalato; BzBP=benzil-butil ftalato; DMP=dimetil ftalato; DiNP=diisononil ftalato; 

DiDP=diisodecil ftalato; MEHP=mono(-2-etilhexil) ftalato; MBP=mono-n-butil ftalato; ELL=extracción líquido/líquido; EFS=extracción en fase sólida; CG-

MS=cromatografía de gases acoplado a detector de masas; HPLC-MS=cromatografía de líquidos de alta resolución acoplado a detector de masas; NE=no 

especificado; ND=no detectado; LD=límite de detección del método. NR=no reportado. *Muestras positivas para DEHP. 
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La Tabla 1.2 presenta los estudios publicados en los que se ha determinado los 

principales APs: NPs y OPs, en fórmula infantil. Como puede observarse en esta 

tabla, NPs son los APs más estudiados, el número de estudios para NPs es el doble 

de los encontrados para OPs, lo cual es congruente con su elevado uso y 

producción. Las concentraciones en las cuales se han determinado los APs en 

fórmula infantil son un factor importante a destacar, el intervalo de concentración 

reportado se encuentra entre 1.6 - 2101 ng/g (Niu et al., 2015; Guenther et al., 2002) 

lo que representa una concentración elevada al tratarse de un EDs presente en un 

alimento dirigido a la población infantil. 

 

Tabla 1.2 Determinación de APs en fórmula infantil. Estudios publicados del año 

2000 al 2018. 

Referencia Muestras 
(positivas) 

Extracción  Cuantificación LD (ng/g) Concentración (ng/g) 
 NPs OPs 

       
Guenther et 

al., 2002 
4 (4) EDLV + 

HPLC 
CG-MS 18 1.6-2.1  

       
Casajuana y 

Lacorte, 2004 
1(1) EFS + EFS CG-MS 0.18 23-31  

       
Ferrer et al., 

2011 
8 (4)* ELP HPLC-MS 3-5 70-1290 28-1550 

       
Raecker et al., 

2011 
2 (2) EDLV + 

HPLC 
CG-MS 0.9-17 9.8 616 

       
Niu et al., 

2015 
161 (NE) ELL + EFS UPLC-MS 0.003-2 196-2101  

       
Pastor et al., 

2016 
6 (1) EMFS CG-MS 0.6-1.3 60-70 67-79 

       
Abreviaturas. EDLV=extracción por destilación líquido/vapor; ELP=extracción con líquido presurizado; 

EFS=extracción en fase sólida; ELL=extracción líquido/líquido; EMFS=extracción magnética en fase sólida; CG-

MS=cromatografía de gases acoplado a detector de masas; HPLC-MS=cromatografía de líquidos de alta 

resolución acoplado a detector de masas; UPLC-MS=Cromatografía de líquidos de ultra alta resolución 

acoplado a detector de masas; LD=límite de detección del método.  *Muestras positivas para NPs. 
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Debido a la importancia de los APs, en específico de 4-NP, como EDs y su 

incidencia en fórmula infantil, en la Sección 1.2.2 se describen los efectos adversos 

que puede generar en la salud humana. 

Adicionalmente, BPA es uno de los EDs más reportados. Estudios in vitro han 

mostrado que BPA puede ocasionar la disrupción de la función celular con dosis 

menores a 0.23 ng/L (Vom y Hughes, 2005). BPA es unos de los principales 

monómeros utilizados en la manufactura de plásticos (Salgueiro et al., 2018).  Más 

de 2 millones de toneladas por año son utilizadas para la síntesis de policarbonatos, 

resinas epóxicas y cloruro de polivinilo (PVC) (Gattullo et al., 2012); otros usos de 

BPA como aditivo industrial incluyen: manufactura de papel térmico, tintas de 

impresión, superficies de revestimiento, resinas dentales, adhesivos y pinturas 

(EFSA, 2006). 

En la Tabla 1.3 se resumen los estudios en los que se realiza la determinación de 

BPA en la matriz fórmula infantil. Las concentraciones determinadas en esta matriz 

se encuentran dentro del intervalo de no detectado a 1290 ng/g (Niu et al., 2015; 

O´Mahony et al., 2013; Ferrer et al., 2011; Goodson et al., 2002). En la Sección 

1.2.3 se exponen los efectos negativos sobre la salud humana y sobre algunas 

especies animales que pueden generarse por la exposición prolongada a BPA. 

Las concentraciones máximas reportadas para DEHP, NPs y BPA en fórmula infantil 

son 5080 ng/g, 2101 ng/g y 1290 ng/g, respectivamente. Estos datos son 

consistentes con la lipoficidad que presentan estos compuestos (DEHP log 

Kow=7.4; 4-NP log Kow=4.5; BPA log Kow=3.7; Aparicio et al., 2017). Al ser la 

fórmula infantil una matriz con alto contenido lipídico (25 - 30%) es congruente que 

la migración de los compuestos con mayor coeficiente de partición se vea 

favorecida.  

Respecto a las técnicas utilizadas en la extracción de estos contaminantes 

emergentes, las más usadas son extracción en fase sólida (EFS), extracción líquido-

líquido (ELL) y, una combinación de éstas dos; sin embargo, en los últimos años se 

han desarrollado otras técnicas, por ejemplo: polímeros de impresión molecular 

(PIMs), micro-extracción líquido/líquido (MELL) y extracción con líquido presurizado 
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(ELP), con el objetivo de aumentar la selectividad hacia estos compuestos y hacer 

el proceso más sencillo y aplicable. En la Sección 1.3 se detallan las técnicas 

publicadas hasta la fecha para la extracción de ftalatos, APs y BPA en fórmula 

infantil. 

 

Tabla 1.3 Determinación de BPA en fórmula infantil. Estudios publicados del año 

2000 al 2018. 

Referencia Muestras 
(positivas) 

Extracción  Cuantificación LD (ng/g) Concentración 
(ng/g) 

      
Goodson et al., 

2002 
4 (4) ELL CG-MS 2 ND 

      
Kuo y Ding, 2004 6 (5) ELL + EFS CG-MS 1 45-113 

      
Casajuana y 

Lacorte, 2004 
1 (1) EFS + EFS CG-MS 0.15 0.28 

      
Maragou et al., 

2006 
1 (1) EFS HPLC-MS 1.7 <1.7 

      
Cao et al., 2008 21 (21) EFS CG-MS 1 2.2-10.2 

      
Ackerman et al., 

2010 
298 (104) EFS HPLC-MS 0.15 0.48-11 

      
Ferrer et al., 

2011 
8 (4) ELP HPLC-MS 5 70-1290 

      
Cunha et al., 

2011 
7 (2) MELL CG-MS 0.06 0.23-0.40 

      
Molina et al., 

2012 
5 (2) EFS Sensor 

fluorométrico 
0.06 1.26-6.31 

      
O´Mahony et al., 

2013 
4 (0) EFS/PIM HPLC-

Fluorescencia 
1.3 ND 

      
Cirillo et al., 2015 50 (30) ELL + EFS HPLC-

Fluorescencia 
3 3-375 

      
Niu et al., 2015 161 (NE) ELL + EFS UPLC-MS 0.03-2 ND 

      
Abreviaturas. EFS=extracción en fase sólida; ELL=extracción líquido/líquido; MELL=micro-extracción 

líquido/líquido; PIM=polímero de impresión molecular; ELP=extracción con líquido presurizado; CG-

MS=cromatografía de gases acoplado a detector de masas; HPLC-MS=cromatografía de líquidos de alta 

resolución acoplado a detector de masas; UPLC=Ultra Performance Liquid Chromatography acoplado a detector 

de masas; ND=no detectado.   
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1.2.1 Di-(2-etilhexil) ftalato (DEHP) 
 

Los ftalatos son de los EDs más estudiados debido a su alta incidencia en el 

ambiente, especialmente en alimentos. La presencia de estos compuestos en los 

alimentos se debe principalmente a su migración del empaque del alimento 

(Schettler, 2006; Zhang et al., 2011). Esta migración depende de la composición del 

alimento, concentración inicial del compuesto a migrar en el empaque, fase en 

contacto, tiempo y temperatura de exposición (Badeka y Kontominas 1996). 

Los alimentos y bebidas son la fuente de exposición a ftalatos en humanos más 

importante, principalmente por su alta frecuencia de migración de los materiales de 

empaque (Sanchis et al., 2017; Fasano et al., 2012).  La contribución de los 

alimentos como fuente de exposición a ftalatos es del 75%, otras fuentes de 

exposición incluyen polvo, cosméticos y perfumes, medicamentos, ropa, materiales 

dentales, materiales de construcción, entre otras (Das et al. 2014). 

 

 

Figura 1.1 Estructura química de DEHP. 

 

DEHP (Figura 1.1) es uno de los principales ftalatos utilizados y producidos a nivel 

mundial. Al ser ingerido a través de los alimentos, es fácilmente absorbido por la 

sangre y rápidamente hidrolizado a mono-(2-etilhexil) ftalato (MEHP), con su 

posterior oxidación a metabolitos secundarios, incluyendo mono-(2-etil-5-oxohexil) 

ftalato (MEOHP), mono-(2-etil-5-hidroxihexil) ftalato (MEHHP) y mono-(2-etil-5-
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carboxilpentil) ftalato (MECPP) (Koch et al., 2005); de esta manera, la naturaleza 

hidrofóbica de DEHP es modificada al agregar grupos polares. Finalmente, estos 

metabolitos secundarios son trasformados a sulfo- o glucuro-conjugados para ser 

excretados (Kim y Park, 2014; Desvergne et al., 2009; Latini et al., 2004). Aunque 

se ha establecido que el tiempo de vida media de DEHP en el cuerpo humano es 

de 48 h, principalmente presente como metabolitos (Koch et al., 2004), este tiempo 

es suficientemente largo para modificar el sistema de señalización molecular (Koch 

y Angerer, 2007). 

 El incremento en desordenes sexuales tales como endometriosis, alteración en el 

sistema reproductivo, pubertad temprana y problemas de fertilidad; incidencia de 

varios tipos de cáncer, especialmente cáncer de mama y piel; alergias y asma; 

sobrepeso y obesidad; resistencia a la insulina y diabetes tipo II; desorden  de déficit 

de atención e hiperactividad; daño en el desarrollo neurológico; problemas de 

desarrollo del sistema neuromotriz; desordenes del espectro autista, entre otros, 

son los efectos negativos que se manifiestan en la salud humana por una exposición 

alta a ftalatos (Benjamin et al., 2017). 

La ingesta diaria tolerable (TDI, por sus siglas en inglés) de DEHP y sus metabolitos 

es de 20 µg/kg de peso corporal/día (ACC, 2016); sin embargo, varios estudios han 

reportado que en niños y adolescentes este valor se ha sobrepasado (Song et al., 

2014; Frederiksen et al., 2011; Lin et al., 2011) lo que representa un riesgo de salud 

para estos sectores de la población. Aunque los ftalatos no son los únicos factores 

que generan este tipo de enfermedades, pueden actuar en conjunto con otros 

compuestos o factores y así favorecer los problemas de salud anteriormente 

descritos. 
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1.2.2 Nonilfenol (4-NP) 
 

El 4-NP (Figura 1.2) es ampliamente distribuido en el ambiente como resultado de 

su uso en la industria como materia prima y como aditivo en las resinas epóxicas, 

ya que mejora las propiedades de polimerización, secado y plasticidad (Amiridou et 

al., 2011). Adicionalmente, es empleado para producir tris-(nonilfenol)-fosfato 

(TNPP) el cual es utilizado como estabilizante y antioxidante en la manufactura de 

empaques para alimentos (Fernandes et al., 2008). NPs representan alrededor del 

80% de la producción de APs, mientras que OPs constituyen la mayor parte del 20% 

restante (Dorival et al., 2012).  

 

 

 

Figura 1.2 Estructura química de 4-NP. 

 

En seres humanos la principal ruta de exposición a APs es a través del consumo de 

alimentos y agua contaminados (Priac et al., 2017). Estos compuestos se han 

encontrado en una amplia variedad de alimentos para niños (Lu et al., 2007) e 

incluso en alimentos para bebé (Raecker et al., 2011). 

Los alimentos pueden contener APs por la contaminación de las materias primas o 

por contaminación durante el procesamiento debido a trazas de detergentes 

utilizados en la limpieza de contenedores y maquinaria (Mezcua et al., 2012). Otra 

posible razón, es la migración de estos compuestos de los materiales de empaque 

(Pastor et al., 2016).  

Cuando los APs entran en el torrente sanguíneo el siguiente paso es su 

biotrasformación por glucuronación y sulfatación (Asimakopoulos et al., 2012). Con 

esta trasformación su potencial estrogénico es desactivado y los compuestos 
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conjugados son excretados a través de la orina (Shangari et al., 2005). Se ha 

reportado que la vida media de eliminación en el cuerpo humano de estos 

compuestos es menor de 3 h (Müller et al., 1998); sin embargo, estudios sugieren 

que la exposición crónica a APs de productos alimenticios, especialmente NPs, 

puede causar bioacumulación en el cuerpo humano (Suen et al., 2012). 

Varios autores han categorizado a 4-NPs como EDs por su capacidad para unirse 

a los receptores estrogénicos ERα y Erβ, e imitar la acción de las hormonas 

naturales (por ejemplo, 17β-estradiol) (Priac et al., 2017; Suen et al., 2012; Soares 

et al., 2008; Mueller y Korach, 2001; Kuiper et al., 1998). Además, estudios in vivo 

e in vitro proponen que la exposición a APs puede favorecer la aparición y desarrollo 

de enfermedades alergénicas (Kuo et al. 2011; Hung et al., 2010; Narita et al., 2007; 

Kato et al., 2006). 

Mientras los efectos estrogénicos de los APs requieren ser estudiados a mayor 

profundidad, desde el año 2000 estos compuestos fueron incluidos dentro de la lista 

de sustancias peligrosas prioritarias de la Unión Europea (Comisión Directiva 

2000/60/EC, 2000), por lo que ahora su uso es restringido (Priac et al., 2017; 

Asimakopoulos et al., 2012). 

 

1.2.3 Bisfenol A (BPA) 
 

Uno de los EDs más estudiados es BPA (Figura 1.3). El principal uso de este 

compuesto es en la fabricación de resinas epóxicas y plásticos de policarbonato, 

debido a las ventajas en términos de resistencia térmica y elasticidad (Giulivo et al., 

2016). Las resinas epóxicas son utilizadas para el recubrimiento de la superficie en 

contacto con el alimento en latas y tapas metálicas; los plásticos de policarbonato 

son utilizados para empaques y botellas de plástico, biberones y recipientes para 

microondas (Sahki et al., 2014). Es muy documentado que la polimerización de la 

resina epoxi puede no estar completa, lo que significa que una cierta cantidad de 

monómero residual logre migrar del envase al alimento (Errico et al., 2014). 
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La ingestión es la principal vía de exposición de BPA en humanos (Chen et al., 2010) 

y los alimentos enlatados representan la principal fuente de este compuesto; por lo 

anterior, en 2015 la EFSA estableció una ingesta diaria tolerable temporal (TDI-t) de 

4 µg/kg peso corporal/día (EFSA, 2015).  

 

 

 

Figura 1.3 Estructura química de BPA. 

 

En seres humanos el BPA es metabolizado principalmente a través del proceso de 

glucuronación (Volkel et al., 2002) y excretado a través de la bilis y la vena hepática 

(Inoue et al., 2001; Inoue et al., 2005). Otra modificación de BPA es la sulfatación, 

este proceso reduce drásticamente su absorción y su actividad estrogénica; sin 

embargo, la sulfatación del BPA es reversible, por lo que no se tiene una garantía 

de la inactivación del BPA por esta vía (Stowell et al., 2006). 

Observaciones clínicas y estudios epidemiológicos muestran una correlación entre 

BPA y efectos en el sistema reproductivo humano, cáncer de mama y próstata, 

enfermedades del corazón, diabetes, elevación de los niveles de algunas enzimas 

séricas en el hígado, efectos negativos en la función del sistema inmune y 

síndromes de metabolismo (por ejemplo, obesidad) (Asimakopoulos et al., 2012; 

Clayton et al., 2011; Melzer et al., 2010). 

Estudios en modelos murinos han mostrado que BPA puede sensibilizar el tejido 

mamario a la acción de las hormonas, siendo esto crítico para la posibilidad de 

desarrollar cáncer de mama (Vandenberg et al., 2007). La exposición prenatal de 

BPA incrementa la proliferación del epitelio en el útero, estos cambios en el tejido 

son asociados con la aparición de lesiones pre-cancerígenas y cancerígenas en el 
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oviducto, útero y vagina (Steinmetz et al., 1998; Newbold et al., 2009). En modelos 

de ratas BPA a bajas concentraciones puede revertir las diferencias de dimorfismo 

sexual en el cerebro (Kubo et al., 2001; Kubo et al., 2003) y es capaz de alterar la 

expresión o efecto de varios neurotrasmisores lo que se relaciona con 

enfermedades tales como el autismo (Miyatake et al., 2006). BPA disminuye la 

producción de acetilcolina en el hipotálamo, posiblemente causando discapacidad 

en la memoria (Miyagawa et al., 2007). La exposición de BPA ha mostrado en 

modelos de roedores asociación con el incremento en el peso corporal, un 

mecanismo posiblemente relacionado que conduce a la acumulación de triglicéridos 

es el decremento en la producción de la hormona adiponectina (Hugo et al., 2008). 

Los efectos adversos que causa BPA como ED son controversiales para la 

población humana principalmente por dos razones; en primer lugar y más 

importante, pueden encontrarse datos contradictorios en los estudios de exposición; 

y, en segundo lugar, encontrar correlaciones en modelos animales con el efecto 

potencial en los seres humanos presenta un grado de incertidumbre (Vandenberg 

et al., 2010 a, b).  

De cualquier forma, la Unión Europea prohíbe el uso de BPA en biberones 

(Comisión Directiva 2011/8/EU) y juguetes para niños (Comisión Directiva 

2014/81/EU) por su posible riesgo para la salud de la población infantil. 

 

1.3 Técnicas de extracción de contaminantes emergentes en fórmula  
infantil 
 

Las fórmulas infantiles son productos alimenticios, sucedáneos de la leche materna, 

especialmente fabricados para satisfacer las necesidades fisiológicas del bebé, 

parcialmente o de forma total (NOM-131-SSA1-2012; Daza y Dadán, 2009). 

La implementación de las fórmulas infantiles en la alimentación total o parcial del 

bebé es factible cuando no es posible alimentar con leche materna o cuando la leche 

materna resulta insuficiente. Las fórmulas infantiles cumplen con el objetivo de 
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promover un mejor crecimiento y desarrollo, así como prevenir deficiencias 

nutrimentales (Daza y Dadán, 2009). 

De manera general, las fórmulas infantiles pueden clasificarse en tres categorías: 

fórmulas infantiles de inicio o para lactantes, éstas son apropiadas para recién 

nacidos hasta los primeros seis meses de vida y tienen la finalidad de cubrir el total 

de los requerimientos nutrimentales del bebé. Fórmulas infantiles de continuación, 

son dirigidas a lactantes a partir del sexto mes y para niños de corta edad, y su 

objetivo es colaborar con la cobertura de las necesidades nutrimentales. Por último, 

las fórmulas especializadas conforman un grupo integrado por diferentes 

sucedáneos con fines dietoterapéuticos, éstas están dirigidas a niños con 

trastornos, enfermedades o condiciones médicas específicas (Daza y Dadán, 2009). 

La determinación de contaminantes emergentes en alimentos representa un reto, 

principalmente por las concentraciones a las cuales se encuentran estos 

compuestos, usualmente en ng/g, y la complejidad de la matriz. Las fórmulas 

infantiles en polvo podrían significar un reto mayor, ya que por su composición (25-

30% grasa, 55-60% carbohidratos y 5-10% de proteínas) pueden favorecerse 

interacciones entre los macro-componentes, especialmente lípidos, y los analitos de 

interés. Por lo anterior, en la extracción de contaminantes emergentes de fórmula 

infantil, varios estudios reportan el uso de una etapa de eliminación de proteínas 

(O´Mahony et al., 2013; Molina et al., 2012; Cunha et al., 2011; Cao et al., 2008) o 

eliminación de grasa (Bradley et al., 2013) previa a la extracción. Adicionalmente, 

esta matriz contiene una gran cantidad de vitaminas que pueden generar problemas 

de co-elución. A continuación, se detallan las técnicas reportadas para la extracción 

de DEHP, 4-NP y BPA en fórmula infantil. 

La extracción líquido/líquido (ELL) seguido de una etapa de extracción en fase 

sólida (EFS) es la metodología más utilizada en la extracción de DEHP, 4-NP y BPA 

en fórmula infantil (Figura 1.4), principalmente por su eficiencia al obtener, en la 

mayoría de los casos, porcentajes de recuperación mayores al 80%. 

La EFS, la cual es una de las principales técnicas de extracción de contaminantes 

emergentes en alimentos (Ballesteros et al., 2009), se basa en la afinidad del analito 
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de interés por la fase estacionaria (adsorbente) (Asimakopoulos et al., 2012). 

Florisil® y octadesilado (C18) son los principales adsorbentes empleados. Esta 

técnica permite la reducción de compuestos que pueden interferir con el análisis y 

concentra el compuesto de interés (Salgueiro et al., 2018). Las principales ventajas 

de esta técnica son su simplicidad, reproducibilidad y amplio intervalo de aplicación 

(Asimakopoulos et al., 2012); sin embargo, para matrices con alto contenido de 

lípidos y proteínas, como lo es la fórmula infantil, esta técnica requiere una etapa de 

remoción de estos macro-componentes previa a la extracción (Ballesteros et al., 

2009). Esto último, la generación de residuos (principalmente cartuchos de 

extracción) y el consumo de disolventes orgánicos tales como diclorometano, 

hexano, acetona, acetonitrilo y metanol, son sus desventajas fundamentales. 

 

 

  

Figura 1.4 Técnicas utilizadas en la extracción de DEHP, 4-NP y BPA en fórmula 

infantil. ELL=extracción líquido/líquido; EFS=extracción en fase sólida; 

EDLV=extracción por destilación líquido/vapor; ELP=extracción con líquido 

presurizado; EMFS=extracción magnética en fase sólida; MELL=micro-extracción 

líquido/líquido; PIM=polímero de impresión molecular. Datos tomados de las Tablas 

1.1, 1.2 y 1.3. 
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La ELL, al igual que EFS, es una de las técnicas más utilizadas. Esta es una técnica 

sencilla; no obstante, presenta como principal desventaja, un alto consumo de 

disolvente orgánicos tales como diclorometano, hexano, acetona, acetonitrilo y 

metanol (Salgueiro et al., 2018). En esta técnica, el acetonitrilo y ácido 

tricloroacético son de los disolventes preferidos, ya que además de la extracción, 

precipitan de manera efectiva las proteínas endógenas de la matriz (Kuruto et al., 

2007).  

Una técnica alternativa a las extracciones convencionales es la extracción con 

líquido presurizado (ELP).  Esta técnica, al ser automatizada, permite disminuir el 

tiempo y etapas en el proceso de extracción, reduce el consumo de disolventes 

orgánicos y permite obtener porcentajes de recuperación altos; sin embargo, el 

costo del equipo, su limitada selectividad (al requerir etapas de limpieza adicionales 

a la extracción ELP para remover interferencias) y el uso de disolventes clorados, 

son sus principales desventajas (Salgueiro et al., 2018). 

Asimismo, la Figura 1.4 incluye nuevas técnicas que se han desarrollado y publicado 

para la extracción de DEHP, 4-NP y BPA en fórmula infantil. Estas técnicas, las 

cuales tienen como principal objetivo aumentar la selectividad y disminuir los 

problemas de interferencias, son: extracción en fase sólida utilizando polímeros de 

impresión molecular (EFS/PIM), extracción magnética en fase sólida (EMFS) y 

microextracción líquido/líquido (MELL). Las primeras dos utilizan el mismo principio 

de la extracción en fase sólida, pero modifican la naturaleza del adsorbente al 

agregar un polímero de impresión molecular o nanopartículas magnéticas selectivas 

al analito a extraer. Por otro lado, MELL, minimiza la cantidad de disolventes 

orgánicos utilizados (5-10 mL); sin embargo, emplea disolventes como ácido tricloro 

acético, acetonitrilo y anhídrido acético (Cuhna et al., 2011). 

El desarrollo de procesos químicos que involucren el uso de disolventes 

ambientalmente amigables probablemente sea la tarea más importante de la 

química verde (Plotka et al., 2017). Por lo anterior, es necesario el estudio de 

técnicas de pre-tratamiento que utilicen disolventes “verdes” o amigables. Las 
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extracciones con fluidos supercrítico, cumplen con esta característica, por lo que 

representan una opción sustentable con gran potencial. 

 

1.4 Extracción con CO2 supercrítico (scCO2) 
 

Los disolventes ambientalmente amigables o “verdes” presentan las siguientes 

características: bajo impacto ambiental derivado de su producción, bajo consumo 

de energía en su síntesis, potencial para ser reciclado, fácil tratamiento de residuos 

y no representar una amenaza para la seguridad y la salud (Galuszka et al., 2013). 

En este sentido, el agua y CO2 cumplen con las características anteriormente 

descritas y son los disolventes “verdes” más conocidos. El agua es utilizada 

comúnmente en procesos de extracción bajo condiciones subcríticas y el CO2 es 

frecuentemente empleado en procesos de extracción bajo condiciones 

supercríticas. 

El CO2 es el compuesto más utilizado como fluido supercrítico debido a su baja 

temperatura crítica (31.1 °C) y su moderada presión crítica (72.8 bar). Además, CO2 

presenta ventajas tales como disponibilidad a bajo costo, es un disolvente 

generalmente reconocido como seguro (GRAS, por sus siglas en inglés) por la FDA 

y EFSA, es fácil de recuperar, provee analitos libres de disolvente, posee alto poder 

de solvatación y permite extraer compuesto termolábiles o fácilmente oxidables (Jin 

et. al., 2013; Herrero et al., 2010; Mendiola et al., 2007). La Figura 1.5 muestra el 

diagrama de fases del CO2.  

No obstante, una de las principales desventajas del uso de scCO2 en los procesos 

de extracción es su baja polaridad. En consecuencia, en algunas ocasiones es 

necesario el uso de un co-solvente, éste permite incrementar significativamente la 

eficiencia de extracción cuando se trabaja con especies polares. Los co-solventes 

más utilizados son etanol y metanol, generalmente en proporciones de 1-15% 

(Herrero et al., 2006), los cuales presentan una toxicidad en la salud humana ligera 

y elevada, respectivamente. Lo anterior produce que al ser utilizados en las 

extracciones con scCO2 la generación de residuos aumente.  
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Figura 1.5 Diagrama de fases del CO2. 

 

Los fluidos supercríticos presentan una densidad mucho mayor que los gases 

típicos, pero ligeramente menor que los líquidos orgánicos; por otro lado, poseen 

una viscosidad mayor a la de los gases, pero mucho menor a la de los líquidos 

(Tabla 1.4). Estas características generan en los fluidos supercríticos propiedades 

únicas de solvatación y de transporte que los hacen disolventes con gran potencial 

para su aplicación en el área de extracciones (Sunarso y Ismadji, 2009). 

 

Tabla 1.4 Propiedades físicas de gases, líquidos orgánicos y fluidos supercríticos. 

(Sunarso y Ismadji, 2009). 

Fase Densidad 
(g/mL) 

Viscosidad 
(Pa·s) x 103 

Difusividad 
(cm2/s) x 104 

Gases ˜10-3 0.4-3.4 100-10,000 

Líquidos orgánicos 0.6-1.1 32-251 0.05-0.2 

Fluidos supercríticos 0.2-0.9 2.1-10.8 0.11-3.45 
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El hecho de que la densidad pueda ajustarse variando la presión y la temperatura, 

genera ventajas para la aplicación de estos fluidos como agentes de extracción. 

Utilizar un fluido supercrítico para la extracción de un material determinado a partir 

de una materia prima, supone el reparto del material en el líquido supercrítico, 

seguido de un cambio de temperatura y presión que tiene como resultado el 

aislamiento del soluto puro por vaporización del CO2. Finalmente, el fluido 

supercrítico puede reciclarse invirtiendo el cambio en las condiciones de 

temperatura y presión (Housecroft y Sharpe, 2006). 

La extracción utilizando fluidos supercríticos como disolventes es una alternativa a 

las extracciones con disolventes orgánicos ya que ofrece ventajas al ambiente, la 

salud, y a los procesos químicos. Los beneficios al ambiente residen en que éstos 

pueden sustituir el uso y demanda de disolventes orgánicos; los beneficios a la salud 

se deben a que el fluido supercrítico más utilizado (CO2) es no cancerígeno, no 

tóxico, no mutagénico, no flamable, se presenta con alta pureza y 

termodinámicamente estable. En los procesos industriales el uso de fluidos 

supercríticos presenta ventajas como una mejor trasferencia de masa, menor 

tiempo de extracción, fácil operación y una extracción selectiva o simultánea de 

componentes que es posible modificando los parámetros de proceso (Jin et. al., 

2013; Anggrianto et al., 2014). 

Debido a las características anteriormente descritas, la tecnología con fluidos 

supercríticos ha encontrado amplias aplicaciones en varios campos, tales como 

alimentos, fármacos y cosméticos, por su capacidad de extraer compuestos como 

aceites esenciales y fármacos de matrices naturales, lípidos y compuestos 

bioactivos, separaciones enantioméricas, reacciones enzimáticas y extracción de 

contaminantes orgánicos persistentes como hidrocarburos policíclicos aromáticos o 

bifenilos policlorados, metales pesados y pesticidas de matrices ambientales 

(Potkawasylka et al., 2017). 
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Para la extracción de los contaminantes emergentes en los cuales se enfoca esta 

investigación, scCO2 se ha empleado en varias ocasiones en las matrices polvo, 

lodos y aguas residuales.  La Tabla 1.5 muestra los reportes publicados desde el 

año 1995 a la fecha, de la extracción de DEHP, 4-NP y BPA en matrices 

ambientales.  

 

Tabla 1.5 Extracción de DEHP, 4-NP y BPA por scCO2. Estudios publicados de 

1995 al 2018. 

Referencia Matriz Densidad 
(g/mL) 

Co-solvente o 
Acetilación 

Fase Compuesto estudiado 
DEHP        4-NP       BPA 

Lee y Peart, 1995 

 

Efluentes y 

lodos 

0.79 **Acetilación Estática-continua  X  

Kreisselmeier y Dürbeck, 
1997 

Sedimentos 0.79 27% MeOH Estática-continua  X  

Lee et al., 1997 Lodo 0.79 NE Estática-continua  NPEO  

Marín et al., 1998 Resinas de 

PVC 

0.82* NE Continua X   

Lin et al., 1999 Lodo 0.48* 7% MeOH Estática-continua  X  

Lee y Peart, 2000 Lodo 0.79 **Acetilación Estática-continua   X 

McDowell y Metcalfe, 2001 Aguas 

residuales 

0.79 NE Continua X   

Meesters y SchÖder, 2002 Lodo 0.49 25% MeOH Estática  X X 

Clausen et al., 2003 Polvo 0.80 NE Estática-continua X NPEO  

Papadopoulos,  2012 Polvo 0.90 5% MeOH Estática-continua X   

Papadopoulos et al., 2013 Polvo 0.90 5% MeOH Estática-continua  X   

NE=no empleado. NPEO=nonilfenol polietoxilado. PVC=cloruro de polivinilo. MeOH=metanol. 

*Estudios de optimización, se muestra la densidad bajo la cual se obtuvieron mejores resultados. 

**Acetilación in situ con anhídrido acético en presencia de una base. 

 

Como muestra la Tabla 1.5, a la fecha no existe ningún reporte de la utilización de 

scCO2 para la extracción de estos contaminantes emergentes, ni de ningún otro, en 

matrices alimentarias; de la misma manera, los reportes publicados son limitados, 

lo que exhibe la escasa aplicación de los fluidos supercrítico, en el área de 

extracción de contaminantes emergentes. Por lo anterior, la presente investigación 
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representa un paso importante en el uso de scCO2 como disolvente en la extracción 

de contaminantes emergentes en alimentos, lo que constituye una opción de 

análisis ambientalmente amigable. 
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2. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA 
 

Una de las principales características de los contaminantes emergentes es su 

capacidad para presentar efectos adversos en la salud humana y la vida silvestre a 

concentraciones muy bajas, incluso µg/g. En la población infantil, la exposición a 

estos compuestos es de especial interés ya que todo su sistema se encuentra en 

desarrollo y vulnerable a cambios. Es muy conocido que la ingesta representa una 

de las rutas de exposición fundamentales y que la fórmula infantil es uno de los 

principales alimentos en infantes. Por todo lo anterior, es necesario el desarrollo de 

técnicas de extracción que utilicen disolventes amigables al ambiente generando un 

mínimo de residuos para evaluar la presencia de contaminantes emergentes en 

fórmula infantil. 
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3. OBJETIVOS 
 

3.1 Objetivo general 
 

Evaluar la viabilidad de la extracción de contaminantes emergentes en fórmula 

infantil utilizando scCO2, mediante un estudio de las condiciones de operación. 

 

3.2 Objetivos particulares 
 

 Encontrar las condiciones de operación más favorables (densidad de scCO2, 

tiempo del proceso y presencia de co-solvente) para la extracción de cada 

uno de los analitos en estudio: DEHP, 4-NP y BPA en muestras dopadas 

utilizando scCO2.  

  

 Evaluar la extracción simultánea de los analitos en estudio para muestras 

dopadas basado en una comparación cualitativa con su extracción individual. 

 
 Evaluar la extracción simultánea de los analitos en estudio para una muestra 

no dopada mediante la comparación cualitativa entre las técnicas de 

extracción por Soxhlet y por scCO2. 
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4. MATERIALES Y MÉTODOS 
 

4.1 Diseño experimental  
 

Para llevar a cabo la extracción de DEHP, 4-NP y BPA se desarrolló un diseño 

experimental 22 considerando las variables tiempo de extracción y densidad de 

scCO2 (como función de la presión y temperatura). 

Para la extracción de DEHP los niveles de las variables densidad y tiempo fueron 

elegidos de acuerdo a lo reportado por Marín et al. en 1998, en ese estudio se 

realizó la optimización de las variables de extracción con scCO2 de ftalatos en 

plastificantes (Marín et al., 1998). De igual forma, para la extracción de 4-NP los 

niveles de las variables fueron elegidos tomando en cuenta un estudio de 

optimización de las condiciones de extracción de 4-NP en la matriz lodo (Lin et al., 

1999). Finalmente, para elegir los niveles de las variables en la extracción de BPA 

se consideró la solubilidad de este compuesto en scCO2 la cual fue estudiada por 

Jin et al. en 2013. 

Adicionalmente, se eligieron de tal forma que, en al menos uno de los experimentos 

a probar, las condiciones de tiempo y densidad fueran las mismas para los tres 

compuestos. Esto último con el objetivo de evidenciar si es posible la extracción 

simultánea. La Tabla 4.1 resume los valores utilizados para cada variable en la 

extracción de los compuestos de interés. 
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Tabla 4.1 Diseño experimental 22 para la extracción de DEHP, 4-NP y BPA. 

Variables en estudio: tiempo de extracción y densidad de scCO2. 

No. 4-NP BPA DEHP 

  t (min) ρ (g/mL) t (min) ρ (g/mL) t (min) ρ (g/mL) 

1 40 0.85 40 0.85 40 0.85 

2 15 0.85 15 0.85 15 0.85 

3 40 0.32 40 0.66 40 0.72 

4 15 0.32 15 0.66 15 0.72 

 

 

4.2 Materiales 
 

 4.2.1 Disolventes y estándares 
 

Se adquirieron de Sigma-Aldrich (México) los estándares analíticos de DEHP y 4-

NP, BPA (pureza ≥99%), acetonitrilo (pureza 99.8%) y trietilamina (pureza >99%). 

Se compró de REASOL (México) metanol (grado técnico). Se adquirieron de J. T. 

Baker (México) acetonitrilo y acetona (grado HPLC), y anhídrido acético (grado 

reactivo).  Se obtuvo agua ultrapura (tipo 1) en el laboratorio usando un sistema 

Millipore (Simplicity® UV system).  

Para las curvas de calibración, se prepararon soluciones stock disolviendo 10 mg 

de cada compuesto en 10 mL de acetonitrilo (grado HPLC). Éstas fueron 

almacenadas en frascos de vidrio ámbar a 5 °C. Se prepararon soluciones estándar 

a varias concentraciones por la dilución de alícuotas de las soluciones stock. Para 

las soluciones con las cuales se doparía, se diluyó1 mg de cada compuesto en 10 

mL de metanol, posteriormente se realizó una dilución 1:10. Las soluciones se 

almacenaron en frascos de vidrio ámbar a 5 °C. Durante todo el desarrollo 
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experimental se evitó cualquier contacto con materiales plásticos; por ello, se 

utilizaron materiales y contenedores de vidrio, así como papel aluminio para 

proteger estos últimos de la luz y del polvo. 

 

4.2.2 Muestra 
 

Se empleó una fórmula infantil de inicio, empacada en una lata de hojalata, en una 

presentación de 400 g y dirigida a lactantes de 0 a 6 meses de edad. Se utilizaron 

tres lotes de esta fórmula infantil, dos de ellos se emplearon para las pruebas con 

muestras dopadas, tanto en la extracción individual de cada compuesto como para 

la extracción simultánea. El lote restante, se empleó para la prueba final de 

extracción de DEHP, 4-NP y BPA en muestra no dopada. Una vez abierto, cada lote 

se homogeneizó manualmente con ayuda de una espátula y se conservó en frascos 

de vidrio ámbar. 

 

4.3 Métodos 
 

 4.3.1 Extracción Soxhlet 
 

Se analizaron 10 ± 0.1 g de muestra. La muestra se colocó en un cartucho de 

celulosa. Se utilizaron 100 mL de acetonitrilo para la extracción. La temperatura de 

extracción fue de 96 ± 2 °C por un periodo de 6 horas. Terminado el tiempo de 

extracción el disolvente se evaporó en rotavapor (BUCHI R-124). El residuo se 

redisolvió con 7 mL de metanol y se centrifugó a 3000 rpm por 5 minutos. El 

sobrenadante se recolectó y se evaporó el disolvente a temperatura ambiente (15-

22 °C). Finalmente, el extracto se redisolvió en 1 mL de acetonitrilo (grado HPLC) 

para su análisis por HPLC-DAD. La extracción se llevó a cabo por triplicado, los 

resultados que se presentan son el promedio de las concentraciones encontradas. 
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4.3.2 Extracción mediante CO2 supercrítico (scCO2) 
 

Se utilizaron 10 ± 0.1 g de muestra para la experimentación. La muestra se colocó 

en una funda de algodón para permitir una mayor remoción del analito. Para dopar 

las muestras, se agregaron 200 μL de una solución 0.1 mg/mL en metanol del 

compuesto a extraer y se homogenizó manualmente con ayuda de una espátula, 

antes de colocarlas dentro de la funda, obteniendo una concentración en la muestra 

dopada de 2 µg/g. La funda se introdujo dentro del reactor. Se utilizó un reactor de 

100 mL. El reactor se calentó mediante una chaqueta y termostato hasta 40 y 55 °C 

para la extracción de 4-NP, 55 y 70 °C para la extracción de BPA y 70 y 85 °C para 

la extracción de DEHP, esto con el objetivo de lograr la densidad requerida de 

acuerdo al diseño experimental. El CO2 se inyectó al reactor utilizando una bomba 

ISCO modelo 260D Syringe Pump. La densidad del scCO2 requerida se controló a 

través de las variables temperatura y presión del reactor. La extracción se llevó a 

cabo en lote (fase estática). Terminado el tiempo de extracción se disminuyó la 

temperatura del reactor hasta 5 °C aproximadamente, se liberó el gas y se realizaron 

lavados en las paredes internas del reactor con 10 mL de metanol para remover el 

analito. Se evaporó el disolvente hasta sequedad a temperatura ambiente (15–22 

°C), posteriormente las muestras fueron redisueltas en 1.0 mL de acetonitrilo (grado 

HPLC) para su análisis cromatográfico. En la prueba de extracción con una muestra 

no dopada se utilizaron 20 ± 0.1 g de muestra, los cuales se colocaron en la funda 

de algodón, la extracción se llevó a cabo como se describió anteriormente. 

Para las muestras en las cuales se llevó a cabo una acetilación, la cual tenía el 

objetivo de transformar los grupos hidroxilo a grupos éster de los compuestos 4-NP 

y BPA y con ello incrementar el carácter apolar y la solubilidad de éstos en scCO2, 

el procedimiento realizado se describe a continuación: en el caso de los estándares, 

se emplearon 350, 75, 50, 25 y 10 μL de una solución 0.1 mg/mL de BPA y 4-NP en 

acetona, se agregaron 200 μL de anhídrido acético y 10 μL de trietilamina. La 

reacción se llevó a cabo a 60 °C; la acetilación de las muestras se realizó con 10 ± 

0.1 g de muestra los cuales se doparon con 200 μL de solución 0.1 mg/mL del 

compuesto a extraer (BPA o 4-NP) en acetona, para tener una concentración en la 
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muestra dopada de 2 µg/g. Se agregaron 2 mL de anhídrido acético y 300 μL de 

trietilamina para la reacción de acetilación, se homogeneizó perfectamente con 

ayuda de una espátula y la mezcla se colocó en una funda de algodón para la 

extracción con scCO2. Terminado el tiempo de extracción se disminuyó la 

temperatura hasta aproximadamente 5 °C, con ello descendió la presión hasta 40 

bar, y se liberó el gas. Se realizaron lavados en las paredes internas del reactor con 

10 mL de acetona.  Finalmente, se evaporó el disolvente hasta sequedad a 

temperatura ambiente (15–22 °C) y las muestras fueron redisueltas con 1.0 mL de 

acetona (grado HPLC) para su análisis cromatográfico. 

Las muestras a las cuales se agregó un co-solvente fueron tratadas como se 

describe al principio de esta sección, con la modificación de agregar 5 mL de 

metanol dentro del reactor previo a la colocación de la funda de algodón con la 

muestra.  

 

4.3.3 Cromatografía de líquidos  
 

Los compuestos se analizaron usando un cromatógrafo de líquidos de alta 

resolución (HPLC, por sus siglas en inglés) equipado con detector con arreglo de 

diodos (DAD, por sus siglas en inglés). Se utilizó una columna RP18 (3.5 μm, 4.6 x 

150 mm, Symmetry Waters) para la cuantificación de DEHP, 4-NP y BPA. La 

cuantificación de los compuestos se llevó a cabo de forma individual, con una fase 

móvil compuesta por acetonitrilo/agua en las proporciones 90:10 para DEHP, 75:25 

para 4-NP y 45:55 para BPA. El tiempo de análisis fue de 20 minutos para cada 

muestra y la velocidad de flujo de 0.8 mL/min. La temperatura de la columna fue de 

30 °C. Los compuestos se detectaron a una longitud de onda de 223 nm. Todas las 

muestras fueron filtradas utilizando membranas de politetrafluoroetileno (PTFE) con 

un tamaño de poro de 0.2 µm antes de su análisis cromatográfico. 
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5. RESULTADOS Y DISCUSIÓN  
 

5.1 Determinación de los parámetros analíticos del método instrumental 
 HPLC-DAD 
 

Para obtener las curvas de calibración de los estándares, se inyectaron al HPLC-

DAD soluciones en acetonitrilo de DEHP, 4-NP y BPA a las siguientes 

concentraciones: 0.5, 1.0, 3.0, 5.0, 10.0, 20.0 y 40.0 µg/mL. La Figura 5.1 muestra 

las curvas de calibración obtenidas para cada analito con los correspondientes 

coeficientes de correlación y ecuaciones de la recta. 

El Límite de Detección (LD) del método instrumental se calculó utilizando la 

desviación estándar (σ) de la respuesta de un conjunto de 7 estándares preparados 

a las concentraciones más bajas a las que el método genera respuesta (0.3, 0.5, 

0.65, 0.80, 1.0, 1.3 y 1.5 µg/mL) y la pendiente de esta curva de calibración (S) de 

acuerdo a la Ecuación 1. De manera similar, el Límite de Cuantificación (LC) se 

calculó mediante la Ecuación 2. 

𝐿𝐷 =  
3.3 𝜎

𝑆
          (1) 

𝐿𝐶 =  
10 𝜎

𝑆
           (2) 

 

La Tabla 5.1 muestra los valores de la desviación estándar (σ), las pendientes de 

las curvas de calibración (S), y los LD y LC obtenidos para cada compuesto. 

 

Tabla 5.1 LD y LC del método instrumental para cada compuesto. 

Compuesto σ S LD (µg/mL) LC (µg/mL) 
DEHP 0.67 19.88 0.11 0.34 

4-NP 2.01 49.07 0.13 0.40 

BPA 1.47 79.90 0.06 0.18 



 

35 
 

 

 
Figura 5.1 Curvas de calibración de DEHP, 4-NP y BPA obtenidas con soluciones 

estándar. 
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5.2 Determinación de DEHP, 4-NP y BPA en muestra no dopada por  
Soxhlet / HPLC-DAD 
 

Las concentraciones de DEHP, 4-NP y BPA de la muestra no dopada, fueron 

determinadas mediante la técnica Soxhlet. Ésta es una técnica clásica, muchas 

veces utilizada como técnica de comparación, empleada para la extracción de 

compuestos orgánicos de matrices sólidas por su alta eficiencia de extracción; sin 

embargo, es una técnica que consume mucho tiempo y requiere volúmenes altos 

de disolventes orgánicos (Zuloaga et al., 2012). En la Tabla 5.2 se muestran las 

concentraciones de DEHP, 4-NP y BPA, extraídas por la técnica Soxhlet, presentes 

en los lotes de fórmula infantil que se utilizaron en pruebas posteriores con scCO2. 

El lote 1 se empleó para la extracción individual de DEHP, 4-NP y BPA; el lote 2 fue 

utilizado para la extracción simultánea de estos tres compuestos. 

  

Tabla 5.2 Concentración de DEHP, 4-NP y BPA en fórmula infantil no dopada 

determinada mediante Soxhlet / HPLC-DAD (n=3). 

Compuesto Lote  1 
(µg/g) 

Lote 2 
(µg/g) 

Promedio   
(µg/g) 

DEHP 0.87 ± 0.13 1. 01 ± 0.07 0.94 ± 0.12 

4-NP ND ND ND 

BPA 0.49 ± 0.02 0.41 ± 0.04 0.45 ± 0.05 

         ND: no detectado. 

 

En la Tabla 5.2 se observa que DEHP y BPA se encuentran presentes en la muestra 

y en concentraciones relativamente altas. Para DEHP el valor promedio presentado 

en la Tabla 5.2 se encuentra 56% por arriba de 0.60 µg/g, este último valor 

representa la media de lo reportado en los estudios de determinación de DEHP en 

fórmula infantil (Tabla 1.1). De manera similar, el valor promedio de BPA presentado 
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en la Tabla 5.2 se encuentra 125% por arriba de 0.20 µg/g, valor de la media de lo 

reportado en los estudios de determinación de BPA en fórmula infantil (Tabla 1.2). 

Cabe mencionar que la concentración máxima determinada de DEHP en fórmula 

infantil es 5.08 μg/g (Cirillo et al., 2015), de 2.10 μg/g para 4-NP y sus isómeros (Niu 

et al., 2015) y, 1.29 μg/g para BPA (Ferrer et al., 2011). Estos valores representan 

5 y 3 veces lo determinado en este estudio para DEHP y BPA, respectivamente. 

 

5.3 Determinación de DEHP, 4-NP y BPA en muestras dopadas mediante 
scCO2 / HPLC-DAD  
 

Para cada compuesto se probaron cuatro diferentes condiciones, modificando las 

variables densidad de scCO2 y tiempo de extracción, tal como se estableció en el 

diseño experimental. Con el objetivo de evaluar la concentración de cada 

compuesto extraída bajo cada condición, la muestra fue dopada con 2 μg/g del 

compuesto a extraer y se consideró la concentración propia de la muestra, extraída 

mediante la técnica Soxhlet (Tabla 5.2). 

Las concentraciones de cada compuesto obtenida al combinar estas variables se 

recopilan en la Tabla 5.3. De cada compuesto se realizó un análisis de varianza 

(ANOVA) para evaluar si existe diferencia significativa en los niveles probados para 

cada variable (anexo B). 

De acuerdo con lo expuesto en la Tabla 5.3, para la extracción de DEHP no existe 

diferencia significativa entre los tiempos de extracción de 15 o 40 minutos (p>0.05) 

ni tampoco al utilizar una densidad de 0.85 g/mL o 0.72 g/mL (p>0.05). Esto es 

congruente con lo reportado por Marín et al. 1998, en donde realizan la optimización 

de las variables de extracción con fluidos supercríticos de ftalatos en plastificantes. 

En ese estudio se requirieron presiones entre 28 y 48 MPa (lo que equivale a 

densidades entre 0.66-0.82 g/mL) por 10 minutos, para obtener eficiencias de 

extracción altas en un proceso llevado a cabo en fase continua a 95 °C. 
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Tabla 5.3 Concentración extraída de DEHP, 4-NP y BPA mediante scCO2 a 

diferentes condiciones de proceso en muestras dopadas (n=3). 

Condiciones de 
extracción 

Concentración inicial 
(µg/g)  

Concentración 
extraída (µg/g) 

 Agregada* Soxhlet**  

DEHP   

0.85 g/mL-40 min 2 0.87 1.61 ± 0.14 

0.85 g/mL-15 min 2 0.87 2.13 ± 0.44 

0.72 g/mL-40 min 2 0.87 2.21 ± 0.24 

0.72 g/mL-15 min 2 0.87 1.74 ± 0.10 

4-NP    

0.85 g/mL-40 min 2 ND 0.34 ± 0.04 

0.85 g/mL-15 min 2 ND 0.38 ± 0.06 

0.32 g/mL-40 min 2 ND 0.04 ± 0.01 

0.32 g/mL-15 min 2 ND ND 

BPA    

0.85 g/mL-40 min 2 0.49 0.25 ± 0.02 

0.85 g/mL-15 min 2 0.49 0.21  ± 0.006 

0.66 g/mL-40 min 2 0.49 0.26 ± 0.05 

0.66 g/mL-15 min 2 0.49 ND 

ND: no detectado. *Concentración con la cual se dopó. **Concentración de la 

muestra no dopada determinada por la técnica Soxhlet. 

 

Asimismo, en la ANOVA para DEHP mostrada en el anexo B, se observa que la 

interacción entre las variables tiempo y densidad es significativa (p<0.05), lo que 

representa que la tendencia de la respuesta (concentración extraída) depende de 

ambas variables. 
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La extracción de DEHP asistida con scCO2 se ha llevado a cabo anteriormente en 

matriz polvo, a través de un proceso que combina una fase estática (0.5 g/mL) 

seguida de una fase continua (0.9 g/mL) obteniendo porcentajes de recuperación 

>80% (Papadopoulos et al., 2013; Papadopoulos, 2012). En otro estudio, en matriz 

polvo, se logró una recuperación del 100% mediante un proceso que combina 5-10 

min en fase estática previa a 30-40 min en fase continua a una densidad de 0.80 

g/mL (Clausen et al., 2003). Asimismo, se ha realizado en aguas residuales en fase 

continua (0.79 g/mL), logrando porcentajes de recuperación entre 70 y 88% 

(McDowell y Metcalfe, 2001).  

Lo anterior sugiere que la extracción que combina una fase estática y una fase 

continua proporciona mejores resultados que la extracción únicamente en fase 

estática (realizada en esta investigación). Esto podría explicarse porque en fase 

continua el residuo se recupera durante el proceso de extracción, lo que ocasiona 

que el equilibrio del proceso se desplace hacia la generación de dicho residuo y la 

producción de éste se vea favorecida. En contraste, en la extracción en fase 

estática, el residuo se recupera al final del proceso de extracción.  

En el caso de 4-NP, no fue observada diferencia significativa al utilizar 15 o 40 

minutos como tiempo de extracción (p>0.05); sin embargo, sí fue observada una 

diferencia significativa al utilizar densidades de 0.85 g/mL o 0.32 g/mL (p<0.05). Al 

evaluar una densidad de 0.85 g/mL se obtienen concentraciones considerablemente 

mayores que al utilizar 0.32 g/mL debido a que al aumentar la densidad del scCO2, 

aumenta la solubilidad del analito en el fluido. Para este compuesto, la interacción 

entre las variables tiempo y densidad no fue significativa (p>0.05), lo que representa 

que la tendencia que tome la respuesta al modificar una de las variables, no 

depende del valor de la variable restante. 

En 1999 en un estudio de optimización de las condiciones de extracción de 4-NP en 

la matriz lodo, Lin et al. establecieron que las condiciones óptimas son 97 bar/40 °C 

(0.48 g/mL) mediante un proceso que combina la extracción estática y continua. Por 

otro lado, otros estudios han realizado la extracción de 4-NP y de nonilfenol 

polietoxidado (NPEO) en las matrices lodo, sedimentos y polvo a través de una 
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extracción en fase estática y continua empleando densidades de 0.79 y 0.80 g/mL, 

y obteniendo porcentajes de recuperación >85% (Clausen et al., 2003; Lee et al., 

1997; Kreisselmeier y Dürbeck, 1997). Lo anterior expone que 4-NP y NPEO pueden 

extraerse tanto a densidades bajas (0.48 g/mL) como altas (0.79 y 0.80 g/mL). En 

esta investigación el uso de una densidad baja no proporcionó buenos resultados, 

probablemente porque el proceso se realizó en fase estática. 

Para BPA se observó una diferencia significa al utilizar 40 o 15 minutos de 

extracción (p<0.05). La solubilidad de BPA en el scCO2 es máxima y permanece 

aproximadamente constante después de un tiempo de reacción de 30 minutos (Jin 

et al., 2013), lo cual podría explicar que se obtiene en la presente investigación una 

concentración extraída mayor cuando se trabaja a 40 minutos respecto a la obtenido 

a 15 minutos. Asimismo, se observa una diferencia significativa al utilizar 0.85 g/mL 

o 0.66 g/mL como densidad de scCO2 (p<0.05). Como ya se mencionó 

anteriormente, una mayor densidad de scCO2 provoca una mayor solubilidad del 

analito y por consecuencia genera mayores concentraciones extraídas. En el 

ANOVA (anexo B) para este compuesto, la interacción entre las variables tiempo y 

densidad resultó significativa (p<0.05) lo que representa que la tendencia de la 

respuesta (concentración extraída) depende de ambas variables. 

Los valores de los Kow para DEHP, 4-NP y BPA son 7.4, 4.5 y 3.7, respectivamente 

(Aparicio et al., 2017), lo cual se relaciona con la polaridad de estos compuestos. El 

DEHP presenta una alta afinidad por los disolventes no polares, seguido de 4-NP y, 

finalmente BPA. Lo anterior puede explicar la razón por la cual en la extracción con 

scCO2 (no polar) se obtienen concentraciones mayores para DEHP, seguido de 4-

NP y, bajas para BPA (Tabla 5.3). A pesar de que 4-NP en su estructura química 

presenta una cadena alifática de 9 carbonos, cuenta con un grupo hidroxilo y 

disponible para generar interacciones de tipo puentes de hidrógeno y dipolo 

inducido con el disolvente. Asimismo, pese a que BPA posee una estructura química 

simétrica, presenta dos grupos hidroxilo propensos a generar el tipo de 

interacciones anteriormente descritas. 



 

41 
 

En la extracción asistida con scCO2, de compuestos con cierta polaridad, es muy 

común el uso de un co-solvente que modifique la polaridad (Papadopoulos, 2012). 

Uno de los co-solvente más utilizado es el metanol (Sunarso y Ismadji, 2009), y 

como lo muestra la Tabla 1.5 este disolvente se ha utilizado anteriormente para la 

extracción de DEHP, 4-NP y BPA. Por lo anterior y con el objetivo de mejorar las 

concentraciones extraídas para 4-NP y BPA, la polaridad de scCO2 fue modificada 

al agregar 5% de metanol como co-solvente. Los experimentos se realizaron a las 

mejores condiciones de extracción para 4-NP y BPA mostradas en la tabla 5.3, es 

decir 0.85 g/mL y 40 min. La Tabla 5.4 muestra las concentraciones extraídas, 

comparadas con el uso de scCO2 sin co-solvente mostrados en la Tabla 5.3. 

 

Tabla 5.4 Concentración extraída de 4-NP y BPA al utilizar scCO2, y scCO2 con 

5% de metanol como co-solvente en muestras dopadas (n=3). 

Condiciones de 
extracción 

Concentración inicial 
(µg/g) 

Concentración extraída 
(µg/g) 

 Agregada* Soxhlet**  

4-NP    

scCO2 2 ND 0.34 ± 0.04 

scCO2 + 5% de metanol 2 ND 0.83 ± 0.03 

BPA    

scCO2 2 0.49 0.25 ± 0.02 

scCO2 + 5% de metanol 2 0.49 0.54 ± 0.02 

ND: no detectado.  *Concentración con la cual se dopó. **Concentración de la 

muestra no dopada determinada por la técnica Soxhlet. 

 

De acuerdo con lo expuesto en la Tabla 5.4 al modificar la polaridad de scCO2 con 

5% de metanol, para ambos compuestos (4-NP y BPA), la concentración del 

compuesto extraída fue incrementada significativamente. Un co-solvente, el cual es 

una base de Lewis, refuerza la interacción soluto disolvente, ya que incrementa la 
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densidad del scCO2, promueve las interacciones químicas del tipo puentes de 

hidrógeno, rompe interacciones soluto-matriz y cambia la estructura inicial de la 

matriz, por ejemplo, generando hinchazón (Sunarso y Ismadji, 2009), permitiendo 

así mejorar la extracción. 

Meesters y Schoder en 2002 reportaron la extracción de 4-NP y BPA con scCO2 en 

fase estática, utilizando metanol como co-solvente (CO2/metanol, 3:1) para lodos de 

aguas residuales. Las condiciones de extracción empleadas por estos autores 

fueron: 80 °C/14 MPa (0.38 g/mL) y 150 °C/30 MPa (0.49 g/mL), obteniendo en el 

primer caso 11% y <1% de recuperación para 4-NP y BPA, respectivamente; y 17% 

y <1% para el segundo caso. Con base en lo reportado por Jin et al. en 2013, la 

solubilidad de BPA a la densidad de scCO2 de 0.41 g/mL es considerablemente 

baja. Lo anterior puede explicar los bajos porcentajes de recuperación obtenidos 

por Meesters y Schoder. 

Adicionalmente, se ha realizado la extracción de 4-NP y BPA mediante scCO2 en 

lodos de aguas residuales a través de un proceso de extracción y acetilación in situ 

con anhídrido acético en presencia de una base, sin co-solvente, obteniendo 

porcentajes de recuperación >90% (Lee y Peart, 2000; Lee y Peart, 1995). De 

acuerdo con lo anterior, en la presente investigación se evaluó la extracción de estos 

compuestos siguiendo la metodología descrita por los autores; sin embargo, no se 

obtuvieron resultados favorables probablemente por la complejidad que representa 

la matriz fórmula infantil. El proceso de extracción con fluido supercrítico depende 

de las características de la matriz sólida, tales como el tamaño de partícula, forma, 

área superficial y porosidad (Sunarso y Ismadji, 2009). Además, la extracción de 4-

NP y BPA acetilados depende completamente de la reacción de acetilación llevada 

a cabo, de la cual no se evaluó su rendimiento. 

A continuación, se presenta la Figura 5.2 la cual muestra los cromatogramas del 

extracto de DEHP, 4-NP y BPA para las muestras en las cuales se logró una mayor 

concentración de compuesto extraído.  
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Figura 5.2 Cromatogramas del extracto de DEHP, 4-NP y BPA al utilizar scCO2 en 

muestras dopadas. A) DEHP (0.85 g/mL-40 minutos. B) 4-NP (0.85 g/mL-40 

minutos-5% de metanol) C) BPA (0.85 g/mL-40 minutos-5% de metanol). 

Concentración del estándar: 20 µg/mL para DEHP; 10 µg/mL para 4-NP y BPA. 

DEHP 

NP 

BPA 
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5.4 Determinación de DEHP, 4-NP y BPA por extracción simultánea  
mediante scCO2 / HPLC-DAD 

 

5.4.1 Extracción en muestra dopada 
 

Dado que las mejores condiciones de extracción para 4-NP y BPA fueron 0.85 g/mL-

40 minutos-5% de metanol, se probó la extracción simultánea de estos dos 

compuestos, así como de DEHP, en una muestra dopada con 2 µg/g de cada 

componente, utilizando las condiciones de extracción anteriormente mencionadas. 

Las concentraciones extraídas se muestran en la Tabla 5.5. 

 

Tabla 5.5 Concentración obtenida de DEHP, 4-NP y BPA en la extracción 

simultánea en muestras dopadas mediante scCO2 (n=3). 

Compuesto Concentración inicial 
(µg/g) 

Concentración extraída 
(µg/g) 

 Agregada* Soxhlet**  

DEHP 2 1.01 1.76 ± 0.2 

4-NP 2 ND 0.51 ± 0.08 

BPA 2 0.41 0.62 ± 0.08 

ND: no detectado. *Concentración con la cual se dopó. **Concentración de la 

muestra no dopada determinada por la técnica Soxhlet. 

 

La Tabla 5.5 muestra que es posible la extracción simultánea de DEHP, 4-NP y 

BPA. Adicionalmente, para DEHP y BPA la concentración obtenida en la extracción 

individual (Tablas 5.3 y 5.4) se mantienen aproximadamente constante en la 

extracción simultánea; sin embargo, para 4-NP se observó una disminución de la 

concentración obtenida en la extracción simultánea. Lo anterior puede ser debido a 

las interferencias con DEHP, BPA u otros compuestos co-extraídos.  Se ha 

reportado que en el análisis de muestras de leche los compuestos co-extraídos 
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pueden inhibir la detección del compuesto en estudio en el análisis cromatográfico 

o producir problemas de co-elución (Casajuana y Lacorte, 2004).  

En la extracción de ftalatos mediante scCO2 no es necesario el uso de un co-

solvente, ya que estos compuestos presentan poca polaridad, lo que genera una 

buena solubilidad en scCO2 (no polar) y en consecuencia altas concentraciones 

extraídas (McDowell y Metcalfe, 2001). Por lo anterior, en esta investigación, en la 

prueba sin co-solvente (Tabla 5.3), DEHP presentó las mayores concentraciones 

extraídas comparado con 4-NP y BPA. Al realizar el proceso empleando un co-

solvente, no se generó una alteración en los resultados anteriormente descritos; sin 

embargo, permitió aumentar las concentraciones extraídas para 4-NP y BPA. En 

consecuencia, las mejores condiciones para la extracción simultánea de DEHP, 4-

NP y BPA utilizando scCO2 fueron: 0.85 g/mL-40 minutos-5% de metanol como co-

solvente. 

Anteriormente, se ha desarrollado la extracción simultánea de DEHP, 4-NP y BPA 

en fórmula infantil a través de un proceso de extracción en fase sólida (Casajuana 

y Lacorte, 2004). En ese estudio los autores obtienen porcentajes de recuperación 

>73% en muestras dopadas para la extracción de DEHP, 4-NP y BPA. 

 

5.4.2 Extracción en muestra no dopada 
 

Una vez establecidas las mejores condiciones para la extracción simultánea de 

DEHP, 4-NP y BPA mediante scCO2 en muestras dopadas, se continuó con la 

extracción en una muestra no dopada. La extracción se llevó a cabo por scCO2 y 

por Soxhlet, esta última como técnica de comparación. La Tabla 5.6 presenta los 

resultados obtenidos en estas dos pruebas. Las Figuras 5.3 y 5.4 muestra los 

cromatogramas obtenidos de los extractos en la cuantificación de DEHP y BPA, 

respectivamente. 
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Tabla 5.6 Extracción simultánea de DEHP, 4-NP y BPA en muestra no dopada 

mediante scCO2 y Soxhlet (n=3). 

Compuesto Concentración extraída (µg/g) 
 scCO2 Soxhlet 

DEHP 2.88 ± 0.24 1.57 ± 0.06 

4-NP ND ND  

BPA 0.07 ± 0.001 0.40 ± 0.05 

             ND: no detectado.  

 

Al realizar la extracción simultánea de DEHP, 4-NP y BPA en la muestra no dopada 

por scCO2 y Soxhlet, sólo DEHP y BPA estuvieron presentes. Como exhibe la Tabla 

5.6, en la muestra no dopada, con el método de scCO2 desarrollado en esta 

investigación se extrae una mayor concentración de DEHP que con la técnica 

Soxhlet; sin embargo, en el caso de BPA ocurre lo contrario, es decir, se obtiene 

una mayor concentración con la técnica Soxhlet que con scCO2. 

La mayor concentración extraída de DEHP respecto a la de BPA, se le atribuye a la 

afinidad de DEHP, el cual presenta un comportamiento principalmente apolar (log 

Kow 7.4), por el scCO2 (no polar). De este modo, scCO2 penetra en los poros de la 

matriz, solubiliza al DEHP y lo arrastra consigo para separarlo de la matriz. En el 

caso de BPA, la afinidad por scCO2 no es tan alta (log Kow 3.7), y aunque se utilizó 

un co-solvente (5% de metanol) para modificar la polaridad del scCO2, y así 

aumentar la afinidad de BPA hacia éste, no se obtuvieron resultados favorables. 

Por otra parte, al ser considerablemente más bajos los valores de viscosidad y más 

altos los coeficientes de difusión de los fluidos supercríticos, respecto a los valores 

para los líquidos orgánicos (Tabla 1.4), genera que la trasferencia de masa de 

solutos en extracciones con fluidos supercríticos sea más alta que en las 

extracciones con líquidos (Sunarso y Ismadji, 2009). Lo anterior explica por qué en 

la extracción de DEHP se obtienen mejores resultados utilizando la metodología con 

scCO2 que con la técnica Soxhlet. 
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Figura 5.3 Cromatogramas del análisis de DEHP en muestra no dopada. A) 
Extracto obtenido por scCO2. B) Extracto obtenido por Soxhlet. B’) Amplificación 

del cromatograma B. Concentración del estándar de DEHP: 40 µg/mL. 

DEHP 

DEHP 

DEHP 
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Figura 5.4 Cromatogramas del análisis de BPA en muestra no dopada. A) 
Extracto obtenido por scCO2. B) Extracto obtenido por Soxhlet. B’) Amplificación 

del cromatograma B. Concentración del estándar de BPA: 10 µg/mL. 

BPA 

BPA 

BPA 
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Adicionalmente, como muestra la Figura 5.3 (A y B’), en la extracción utilizando 

scCO2 se disminuye la concentración de los compuestos co-extraído, en 

comparación con Soxhlet, lo que genera picos más definidos e inequívocos en el 

cromatograma. Lo anterior exhibe el gran potencial que presenta scCO2 como 

método de extracción de contaminantes emergentes no polares en alimentos. 

No obstante, dado que en la muestra dopada (Tabla 5.5), scCO2 logra extraer 

aproximadamente un 58% de la concentración inicial de DEHP. Es necesaria una 

mayor investigación para determinar las condiciones óptimas de extracción, y que 

los resultados en muestras dopadas y no dopadas sean consistentes. 

Para BPA se observa que en una muestra dopada (Tabla 5.5) scCO2 puede extraer 

aproximadamente el 25% de la concentración inicial y en una muestra no dopada 

puede extraer aproximadamente el 17%. Lo anterior refleja que para este 

compuesto los resultados en muestras dopadas y no dopadas son consistentes, 

aunque no son favorables. 

DEHP es uno de los EDs más analizados en fórmula infantil, y dentro de los tres 

compuestos que se estudiaron en esta investigación (DEHP, 4-NP y BPA), las 

concentraciones encontradas de DEHP superan a las reportadas para 4-NP y BPA 

en la misma matriz. Varios estudios han reportado la presencia de DEHP en el 100% 

de las muestras analizadas (Del Bubba et al., 2018; Ren et al., 2016; Fromme et al., 

2011; Yano et al., 2005), lo que confirma la alta incidencia de este compuesto en 

fórmula infantil. Frecuentemente, las concentraciones a las cuales se ha encontrado 

DEHP en esta matriz alimentaria están dentro del intervalo de 0.01-0.28 µg/g; sin 

embargo, Cirillo et al. en 2015 reportaron la presencia de DEHP en fórmula infantil 

líquida y en polvo en un intervalo de 0.05-5.1 µg/g. De esta forma, a pesar de que 

en esta investigación se encontró una alta concentración de DEHP en la muestra 

no dopada, esta concentración es consistente con lo reportado por Cirillo et al. 

Finalmente, en 2011 la Comisión Europea estableció un límite de migración máximo 

para DEHP de 1.5 µg/g en alimentos (CEC, 2011). De acuerdo con lo anterior, la 

muestra tratada en esta investigación, independientemente de la forma de 

extracción, scCO2 o Soxhlet, supera este límite de migración (Tabla 5.6), lo que 
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puede representar un riesgo potencial para la población infantil. Finalmente, aunque 

en esta investigación sólo se estudió una muestra, la información obtenida 

proporciona evidencias de la presencia de contaminantes emergentes en fórmulas 

infantiles comercializadas en México y genera las bases para el desarrollo de 

investigaciones futuras en el área de extracción de contaminantes emergentes a 

través de scCO2 no sólo en fórmula infantil, sino en cualquier alimento. 
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6. CONCLUSIONES 
 

Es posible la extracción simultánea de DEHP, 4-NP y BPA en fórmula infantil 

utilizando scCO2. No obstante, debido a la baja polaridad de DEHP, su extracción 

con scCO2 presenta mayor viabilidad que la extracción de 4-NP y BPA, ya que, para 

estos dos últimos compuestos, aunque se probó su extracción con scCO2 y metanol 

como co-solvente, no se obtuvieron concentraciones extraídas altas. 

En una muestra no dopada, se obtuvieron concentraciones de DEHP más altas con 

la metodología de extracción con scCO2 propuesta en esta investigación que con la 

técnica convencional Soxhlet. Lo anterior muestra el gran potencial de scCO2 para 

la extracción de contaminantes emergentes apolares en matrices alimentarias.   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

52 
 

7. RECOMENDACIONES 
 

Realizar la extracción a través de un proceso en fase continua y el análisis 

instrumental con HPLC-MS, con esto se espera que aumenten las concentraciones 

extraídas para cada analito y se mejore la sensibilidad y selectividad del método 

desarrollado. 

Validar la metodología y analizar un mayor número de muestras para conocer la 

incidencia de estos contaminantes emergentes en las fórmulas infantiles 

comercializadas en México. 
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ANEXO 
 

A. Registro de Patente ante el Instituto Mexicano de la Propiedad 
Industrial. 
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B. Análisis de varianza (ANOVA) de la extracción de DEHP, 4-NP y BPA 
mediante scCO2 a diferentes condiciones de proceso.                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                         

 

 

ANÁLISIS DE VARIANZA. DEHP      
Origen de las 
variaciones 

Suma de 
cuadrados 

Grados de 
libertad 

Promedio de los 
cuadrados F Probabilidad 

Valor crítico 
para F 

Tiempo 0.0014 1 0.0014 0.0190 0.894 5.317 
Densidad 0.0352 1 0.0352 0.4752 0.510 5.317 
Interacción 0.7252 1 0.7252 9.7890 0.014 5.317 
Error 0.5926 8 0.0740    
       

Total 1.3544 11         
 

 

 

ANÁLISIS DE VARIANZA.4-NP      
Origen de las 
variaciones 

Suma de 
cuadrados 

Grados de 
libertad 

Promedio de los 
cuadrados F Probabilidad 

Valor crítico 
para F 

Tiempo 3E-06 1 3E-06 0.0019 0.9656 5.317 
Densidad 0.3420 1 0.3420 225.1234 3.84E-07 5.317 
Interacción 0.0053 1 0.0053 3.5384 0.0967 5.317 
Error 0.0121 8 0.0015    
       

Total 0.3595 11         
 

 

ANÁLISIS DE VARIANZA. BPA      
Origen de las 
variaciones 

Suma de 
cuadrados 

Grados de 
libertad 

Promedio de los 
cuadrados F Probabilidad 

Valor crítico 
para F 

Tiempo 0.0443 1 0.0443 50.0093 0.0021 7.708 

Densidad 0.0218 1 0.0218 24.6186 0.0076 7.708 

Interacción 0.0246 1 0.0246 27.7757 0.0062 7.708 

Error 0.0035 4 0.0008    

       

Total 0.0944 7         
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