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RESUMEN

En los ultimos anos los disruptores endocrinos estan en el punto de mira de estudios
ambientales y ecotoxicoldgicos. Entre ellos destacan los compuestos perfluorados, tanto por
su amplio uso industrial y doméstico como por su elevada actividad estrogénica demostrando
efectos adversos a niveles traza. Se descargan al medio ambiente a través de efluentes
industriales y de estaciones depuradoras de aguas residuales afectando principalmente a
organismos marinos donde pueden acumularse si se produce una exposicién a largo plazo.

Este hecho, unido a su elevada actividad estrogénica, muestra la necesidad de estudios en
organismos acudticos para conocer su comportamiento y sus efectos, a fin de preservar la
biodiversidad y proteger la salud publica. Para contribuir a este fin, en este trabajo se propone
un método analitico para la determinacién de seis compuestos perfluorados en organismos
marinos (Holothuria tubulosa) y se lleva a cabo un programa de monitorizacién ambiental para
el seguimiento de estos compuestos en organismos procedentes de la costa granadina.

La metodologia analitica implica un pretratamiento consistente en la liofilizacion, trituracién y
tamizacion de las visceras y tratamiento mediante extraccidn con disolventes, limpieza del
extracto por extraccion en fase sdélida dispersiva y posterior determinacién mediante
cromatografia de liquidos con deteccidn de espectrometria de masas de triple cuadrupolo. Las
recuperaciones obtenidas se situaron en el rango de 84 a 101 % con desviaciones estandar
relativas inferior a 9 % y limites de cuantificacion inferior a 0,03 ng/g (peso seco (ps)).

Todas las muestras dieron positivas en el analisis de los contaminantes. Los resultados
obtenidos muestran concentraciones entre 667 ng/g (ps) para el acido perfluorooctanoico
(PFOA) y 0,81 ng/g (ps) para el acido perfluoropentanoico (PFPeA). De manera general, los
compuestos perfluorados de mayor cadena fluorocarbonada fueron cuantificados a

concentraciones mads elevadas que los de cadena corta.

Palabras claves: Disruptores endocrinos; Compuestos perfluorados; Holothuria tubulosa;

Metodologia analitica; Monitorizacion
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ABSTRACT

In recent years endocrine disruptors have come into the spotlight of environmental and
ecotoxicological studies. Among them, perfluorinated compounds stand out, both, for their
wide industrial and domestic use and for their elevated estrogenic activity, showing adverse
effects at trace level. They are released into the environment through industrial waste and
wastewater discharges affecting to marine organisms, where they can accumulate if a long-
term exposure occurs.

This fact, together with their elevated estrogenic activity, demonstrates the need of studies
concerning the behaviour and effect on aquatic organisms in order to preserve the biodiversity
and protect the public health. To contribute to this goal, this work proposes an analytical
method for the simultaneous determination of six perfluorinated compounds in marine
organisms (Holothuria tubulosa) and an environmental monitoring program is carried out in
organisms from the Granada coast.

The sample treatment involve steps of lyophilization, solvent extraction and clean-up of the
extracts with dispersive sorbents prior to liquid chromatography—tandem mass spectrometry
analysis. Successful recoveries between 84 and 101 %, precision (RSD < 9 %) and limits of
quantification below 0.03 ng/g dry weight (d.w.) were achieved.

All tested samples were positive in the analysis of contaminants. The obtained results show
concentrations between 667 ng/g (dw) for perflorooctanoic acid (PFOA) to 0,81 ng/g (dw) for
perfloropentanoic acid (PFPeA). In general, perfluorinated compounds of larger
fluorocarbonated chain were quantified at higher concentration levels than those of shorter

one.

Keywords: Endocrine disruptors; perfluorinated compounds; Holothuria tubulosa; Analytical

methodology; Monitoring program.
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1. ANTECEDENTES

Cuanta mas capacidad tenemos de analizar el mundo que nos rodea, apreciamos mucho mejor
nuestra huella en él. El desarrollo y avance de nuestra sociedad ha traido consigo nuevos
problemas de contaminacidn ambiental. Existen muchas sustancias que estdn cambiando el
mundo que nos rodea, contaminante previamente desconocido o no reconocido como
tal, cuya presencia en el medio ambiente no es necesariamente nueva, pero si la preocupacién
por las posibles consecuencias de la misma.

Los disruptores endocrinos (EDCs, Endocrine Disruptor Compounds), también llamados
alteradores endocrinos, son aquellos compuestos naturales y sintéticos capaces de afectar al
sistema endocrino de los seres vivos a bajas concentraciones, modificando la actividad
hormonal y causando graves dafios en los individuos (Benigni y cols., 2017). Dentro de este
grupo de compuestos se engloban un gran nimero de sustancias (mas de 700 actualmente)
utilizadas en el ambito industrial y doméstico como productos de higiene personal, aditivos de
plasticos, detergentes, pesticidas, etc.

Son residuos dificiles de tratar, muy persistentes y que tienen consecuencias imprevistas. Nos
referimos, a compuestos de distinto origen y naturaleza quimica, cuya presencia en el medio
ambiente no se considera significativa en términos de distribucién y/o concentracién, por lo
que pasan inadvertidos; no obstante, ahora estan siendo ampliamente detectados y tienen el
potencial de acarrear un impacto ecoldgico, asi como efectos adversos sobre la salud (Kiyama
y Wada-kiyama, 2015).

Hoy en dia se producen miles de toneladas de EDCs al afo que se descargan al medio
ambiente por emisidn directa o a través de los efluentes de las estaciones depuradoras de
aguas residuales, donde no se eliminan totalmente. Aunque el agua es el compartimento
ambiental mds afectado, estos contaminantes pueden adsorberse a sedimentos vy
bioacumularse en organismos (Figura 1). Las vias de exposicion mas frecuentes en el caso de
los seres humanos son la ingestidn, inhalacion y/o contacto dérmico. La deteccion de estos
contaminantes en el medio ha sido posible sélo recientemente gracias al desarrollo de nuevas

y mas sensibles tecnologias analiticas (Rahman Kabir y cols., 2015).
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EMISION DIRECTA DISTRIBUCION en el MEDIO AMBIENTE
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Figura 1. Origen y posible distribucion de los EDCs en el medio ambiente (Salgueiro Gonzalez, 2015).

El Grupo de Trabajo Ambiental (EWG, Environmental Working Group) recientemente pubico

una lista de las 12 peores sustancias quimicas disruptoras de hormonas con las que podria

estar en contacto regularmente:

Bisfenol-A

Perclorato

Arsénico

Digoxina

Retardante de fuego
Sustancias quimicas perfluoradas (PFCs, Perfluoroalkyl compounds)
Atrazina

Plomo

Pesticidas organofosforados
Ftalatos

Mercurio

Esteres de glicol

Los EDCs se pueden clasificar segin su persistencia en el medio ambiente y sus propiedades

quimicas y estructurales, tal como se recoge en la Tabla 1.
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Tabla 1. Clasificacién de compuestos EDCs.

CLASIFICACION EJEMPLOS DE EDCs

Compuestos halogenados persistentes y bioacumulativos

Compuestos organicos Policloro dibenzodioxina, olicloro dibenzofuranos,
persistentes (POPs, Persistent  hexaclorobenceno, compuestos perfluorados,
Organic Pollutants). polibromodifenileteres, polibromobifenilos, clordano,
Convencion de Estocolmo diclorodifeniltricloroetano/diclorofenildicloroetileno,

lindano, endosulfan

Otros compuestos persistentes Hexabromociclododenacos, cloroparafinas de cadena
y bioacumulativos corta, octacloroestireno, policlorobifenilos

Compuestos menos persistentes y menos bioacumulativos

Plastificantes y otros aditivos  Esteres de Ftalato (Ftalato de bis(2-etilhexilo), trifenil

para materiales y otros fosfato, Bis(2-etilhexil) adipato, n- butilbenceno,
productos triclocarbano, hidroxianisol butilado
Compuestos policiclicos Benzo (alfa)pireno, Benzo(alfa)antraceno, Pireno,
aromaticos Antraceno

Compuestos fendlicos 2,4-Diclorofenol, Pentaclorofenol, Hidroxi-
halogenados Pentaclorobifenilos, Hidroxi-eteres difenilos

polibromados, Tetrabromobisfenol a ,2,4,6-
Tribromofenol, Triclosan

Compuestos fendlicos no Bisfenol A, Bisfenol F, Bisfenol S, Nonilfenol, Octilfenol,
halogenados Resorcinol

Paralelamente a los estudios ambientales se desarrollan estudios ecotoxicoldgicos que
permiten conocer los efectos de los EDCs en los organismos y establecer un valor limite a
partir del cual se garantice la proteccion del medio. Entre todos los EDCs destacan los
estrogénicos, que actuan sobre el sistema reproductor de los individuos. En animales, se ha
demostrado que estos compuestos producen descenso de la fertilidad, cambios de sexualidad
secundarios o malformaciones en los testiculos (Di Donato and cols., 2017). Un claro ejemplo
es el caso de la produccion de la proteina plasmatica vitellogenin (comun en los peces hembra)
en el higado de los peces macho (Verderame y Scudieno, 2017). Aunque los efectos
demostrados en la salud humana no son tan drdsticos, destacan la disminucién de la
produccidon de esperma, pubertad temprana y disfuncién tiroidea, asi como problemas

durante el embarazo por la exposicidn a estos compuestos (Gadzala-Kopciuch y cols., 2008).
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2. COMPUESTOS PERFLUORADOS

Dentro del grupo de EDCs con caracter estrogénico destacan los PFCs. Debido a su gran uso en
aplicaciones industriales y domésticas, a su ubiquidad y a su elevada toxicidad, los PFCs se
consideran contaminantes emergentes en el medio acudtico (Armstrong y cols., 2016).

A continuacion se exponen las caracteristicas fisico-quimicas de estos PFCs, su toxicologia y su
distribucién en el medio ambiente, poniendo de manifiesto la importancia de su analisis en las

distintas matrices ambientales.

2.1, Estructuras y usos de los PFCs
Los PFCs tienen una estructura en la que los d&tomos de hidrégeno de la cadena hidrofébica
son sustituidos por atomos de fldor. El enlace fldor-carbono tiene una profunda influencia
sobre las propiedades fisicas y quimicas, aumentando extremadamente la estabilidad quimica
y térmica de estos compuestos haciéndolos mas hidrofébicos, oleofébicos y tensioactivos. No
son compuestos combustibles, resisten adecuadamente a la accién de dacidos fuertes o
compuestos con pH basico, ademas de ser agentes oxidantes y propensos a la fotolisis. De esta
manera permite unos usos y aplicaciones muy interesantes en campos muy diversos como la
electrdnica, la quimica y la medicina (Matsuo, 2007).
Se ha confirmado el uso histdrico de sustancias relacionadas con los PFCs en los Estados
Unidos y en la Unidn Europea, en las siguientes aplicaciones:

e Espumas contra incendio

e Alfombras

e Cuero/indumentaria

e Textiles/tapiceria

e Papeles y embalajes

e Revestimientos y aditivos para revestimientos

e Productos de limpieza de uso industrial y doméstico

e Plaguicidas e insecticidas
Entre los sectores que actualmente mas utilizan sustancias relacionadas con los PFCs destacan:

e Uso delinventario existente de espumas contra incendio

Industria fotografica

Fotolitografia y semiconductores

Fluidos hidraulicos

Enchapado metalico

10
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En la Tabla 2, podemos observar la estructura quimica de los seis PFCs, que se van a estudiar y
analizar en este caso.

Tabla 2. Estructura de los PFCs objeto de estudio.

PFC Sigla Estructura
F F
Acido perfluorobutanoico PFBuA m= 2 0
, F
Acido perfluoropentanoico PFPeA m=3 m OH
Acido perfluorohexanoico PFHxA m=4 FF
Aci - FF O
Acido perfluoroheptanoico PFHpA m=5 I
Acido perfluorooctanoico PFOA m=6 F q ﬁ_ OH
Sulfonato de perfluorooctano PFOS m=7 FF O

Entre las mas estudiadas de estas sustancias figuran el PFOS y el PFOA, que han sido incluidas
en el Anexo B del convenio de Estocolmo sobre contaminantes organicos persistentes. Una vez
conocidos algunos riesgos, se ha ido eliminando su utilizacion en algunos productos,
sustituyéndolas por otras sustancias del grupo. Sin embargo, se han empezado también a
detectar posibles problemas con algunas de las sustancias elegidas como sustitutas,
pertenecientes al mismo tipo de compuestos. Algunas veces porque su degradacion puede
originar PFOS o PFOA, otras por los problemas que las sustancias alternativas pueden originar

por su mismas.

2.2. Distribucion y efectos de la emision de PFCs en el medioambiente

Una vez liberados al medio ambiente, los PFCs son resistentes a hidrdlisis, fotdlisis y procesos
metabdlicos, lo que les hace extremadamente persistentes. Algunos estudios encaminados a
estudiar la acumulacion y los efectos sobre la salud de animales han demostrado que los PFCs
afectan al metabolismo de lipidos, dafian el sistema inmunoldgico, causan problemas de
desarrollo y son cancerigenos, pudiendo causar cancer de higado (Das y cols., 2017).

Debe tenerse en cuenta que los PFCs no siguen el patrén “clasico” de particidon en tejidos
grasos seguido de acumulacién, tipico de muchos contaminantes organicos persistentes. La
razon de este fendmeno es que el PFOS es al mismo tiempo hidrofébico y lipofébico (Pérez y
cols., 2013). En su lugar, el PFOS se une preferentemente a proteinas en el plasma, como la
albumina y las B-lipoproteinas (Kerstner-Wood y cols., 2003), y en el higado, como las
proteinas hepaticas trasportadoras de acidos grasos (Luebker y cols., 2002).

La Agencia de Proteccion Ambiental de Suecia asignd un estudio de deteccién, que fue

11
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realizado por el Instituto de Investigaciones Ambientales Aplicadas, sobre los niveles de PFOS
en el medio ambiente (EPA Suecia, 2004). Los resultados mostraron niveles muy elevados de
PFOS en un humedal cercano a un drea de practicas para la lucha contra incendios. También se
detectaron niveles elevados en las descargas de las plantas de tratamiento de aguas residuales
y vertederos. Los efluentes de las plantas de tratamiento contenian niveles de PFOS de hasta
0,020 pg/L, y los niveles de lixiviado de los vertederos se encontraban entre 0,038 — 0,152
ug/L.

Con respecto a las concentraciones en sedimentos, se recolectaron muestras de la cuenca del
lago Chaohu, en China, para investigar 17 PFCs. Las concentraciones de los PFCs totales
(2PFCs) en los sedimentos oscilaron entre 0,719 y 2,429 ng/g de peso seco (ps), con un
promedio de 1,449 ng/g (ps). Se observd un claro gradiente en la distribucién espacial de oeste
a este en los sedimentos superficiales del lago Chaohu. EI PFOS y PFOA fueron predominantes
en sedimentos limnéticos, con un promedio de 0,383 y 0,275 ng/g (ps), respectivamente
(Yanjie y cols., 2015).

Habibullah-Al-Mamun y cols. (2016) llevaron a cabo un estudio para cuantificar 15 PFCs en
aguas superficiales y sedimentos en la zona costera de Bangladesh. La ZPFCs en aguas
superficiales y muestras de sedimentos estaban en el rango de 10,6 a 46,8 ng/Ly 1,07 a 8,15
ng/g (ps), respectivamente. Se encontré que el PFOA en agua (3,17-27,8 ng/L) y PFOS en
muestras de sedimento (0,60-1,14 ng/g ps) eran los PFCs mas abundantes, y estas
concentraciones eran comparables o menores que la mayoria de los otros valores reportados
previamente en zonas costeras de China, Japdn, Corea y Espafia (Habibullah-Al-Mamun y cols.,
2016).

Campo y cols. (2016) evaluaron la presencia, fuentes y particion de 21 PFCs (C4-C14, C16, C18
carboxilato, C4, C6-C10 sulfonatos y C8 sulfonamida) en agua, sedimentos y biota de la cuenca
del Jicar. Teniendo en cuenta las tres matrices, el PFPeA y PFOS fueron los compuestos mas
frecuentes, destacandose la alta incidencia de PFCs de cadena corta (C<8), destinados a
reemplazar a los de cadena larga en varias industrias y aplicaciones comerciales. En general,
todas las muestras estaban contaminadas con al menos un PFCs, con la excepcidn de tres
muestras de peces. Las concentraciones medias detectadas en las muestras de sedimentos
(0,22-11,5 ng/g) y biota (0,63-274 pug/kg) fueron mayores que las medidas en agua (0,04-83,1
ng/L), lo que podria sugerir bioacumulacién (Campo y cols., 2016).

Diversos trabajos se han enfocado hacia el efecto que producen los PFCs en animales,
resultando especialmente afectada la fauna marina. Los dafios provocados por los PFCs en
estos animales son mucho mas evidentes que en los mamiferos. No obstante, la informacién

previa de la que se dispone en cuanto a la presencia y niveles de PFCs y EDCs en organismos
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acuaticos es escasa en comparacidn con las muestras acuosas o el sedimento.

En un estudio previo realizado por Habibullah-Al-Mamun vy cols. (2017) reporta la primera
evidencia de la ocurrencia de PFCs en pescados y mariscos comunmente consumidos de la
zona costera de Bangladesh. Se midieron 15 PFCs en 48 muestras, 5 peces y 2 especies de
mariscos por HPLC-MS/MS. La ZPFCs en los peces y mariscos estaban en el rango de 0,32-14,58
y 1,31-8,34 (ng/g peso humedo), respectivamente. El PFOS en el pescado (0,1-3,86 ng/g),
mientras que el acido PFOA en los mariscos (0,07-2,39 ng/g) fueron los PFCs mas abundantes.
Los resultados fueron comparables con otros estudios llevados a cabo en otras zonas del
mundo (China, Espafia, Suecia y EE.UU). La mayoria de los PFCs monitoreados no mostraron
variacion estacional clara. Sin embargo, los mariscos de la zona sureste (Cox's Bazar y
Chittagong) mostraron niveles relativamente mas altos de PFCs. Por otra parte, la evaluacién
de la exposicién dietética reveld que la ingesta diaria de PFCs a través del consumo de
mariscos eran mucho menos que las guias de salud, lo que indica un bajo riesgo para la salud
de los residentes costeros de Bangladesh.

Con estos precedentes en animales, la dispersion de PFCs en el medio ambiente y su

exposicidn es preocupante para la poblacién.

2.3. Técnicas analiticas

Los analisis medioambientales de EDCs estan limitados, en numerosas ocasiones, por la
metodologia analitica disponible para su determinacion. Para alcanzar las bajas
concentraciones a las que estos compuestos se encuentran en el medio acudtico se necesitan
métodos de elevada sensibilidad y selectividad, con una etapa de extraccién/preconcentracion
rapida, sencilla y que no requiera gran cantidad de muestra. Ademas, debido a la complejidad
de alguna de las matrices, como sedimentos o biota, se requieren etapas de purificacion
posteriores, que en muchas ocasiones son tediosas. Por ello, el desarrollo de nueva y eficiente
metodologia analitica que presente estos requisitos es indispensable para el estudio ambiental

de estos contaminantes (Sun y cols., 2017).

2.3.1. Determinacion instrumental

La determinacion de PFCs puede realizarse mediante cromatografia de gases (GC, gas
chromatography) realizando una etapa previa de derivatizacion que transforme los acidos
perfluorados en derivados mas volatiles; formando metil ésteres, isobutil o butil ésteres
(Dufkova y cols., 2009). Sin embargo, este método no es valido para los PFOS ya que sus
esteres son muy inestables (Moody y Field, 2000). Por esto, aunque algunos PFCs neutros y

volatiles como los fluorotelémeros y las sulfonamidas si se pueden analizar directamente
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mediante GC (Drever y cols., 2008), y algunos otros tras su derivatizacion, no es la técnica
elegida por la mayoria de los investigadores.

La mayoria de los métodos publicados para la determinacién de PFCs, emplean cromatografia
liguida acoplada a espectrometria de masas (LC-MS, Liquid chromatography—mass
spectrometry). En muchos de estos trabajos se usan disoluciones de acetato de amonio (2-
20mM) como fase moévil para incrementar la sefial y a sensibilidad del método. El modo de
ionizacion mas frecuente es ionizacidn por electrospray (ESI) negativa, aunque en el analisis de
muestras medioambientales frecuentemente se produce efecto matriz. Para evitar este
problema, Takino y cols. (2003) desarrollaron un método usando ionizacién a presion
atmosférica, pero, aunque evita el efecto matriz, no permite detectar PFOS y presenta limites
de deteccién mayores que los correspondientes usando ESI.

A la hora de desarrollar métodos de andlisis para la determinacién de PFCs, es conveniente
evitar el uso de materiales fabricados a partir de fluoroteldmeros, como el PTFE
(polytetrafluoroethylene) o teflén, para evitar interferencias en los blancos. Otras fuentes de
contaminacién en el laboratorio pueden ser los cartuchos SPE de C18, los recipientes de

polipropileno o el agua destilada (Villagrasa y cols., 2006).

2.3.2. Técnicas de extraccion en matrices acuosas

Entre las técnicas convencionales utilizadas para el analisis de PFCs en aguas destacan la
extraccidn liquido-liquido (LLE) y la extracciéon en fase sélida (SPE) (Boulanger y cols., 2005;
Taniyasu y cols., 2005; Yamashita y cols., 2004). A pesar de que con estas técnicas se consiguen
buenos resultados, actualmente estdn siendo sustituidas por otras mas sencillas, rapidas,
automatizadas y miniaturizadas como las microextraccién liquido- liquido (LLME) (Martin y
cols., 2015), la microextraccién en fase sélida (SPME) (Bach y cols., 2016) o la extraccidén con
barras agitadoras (SBSE) (Aparicio y cols., 2017; Villaverde-de-Saa y cols., 2012).

Estas nuevas metodologias son sostenibles, también llamadas “verdes”, lo que indica que se
reduce la cantidad de reactivos tdxicos utilizados durante todo el procedimiento experimental,
el consumo de energia o la generacidon de residuos; es decir, que cumplen los principios de la

Quimica Verde.

2.3.3. Técnicas de extraccion en matrices solidas

Existe un gran numero de métodos analiticos para la determinacidn de estos compuestos en
matrices sélidas (como los lodos generados en las estaciones depuradas de aguas residuales)
que probablemente puedan ser empleados para el analisis de suelos y/o sedimentos con

alguna modificacion; sin embargo, la cantidad de métodos desarrollados y validados para el
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analisis de PFCs en biota es mucho menor.

Entre las técnicas de extraccién mas utilizadas para el andlisis de los PFCs bajo estudio en
matrices sélidas destacan la extraccidn asistida con energia de ultrasonidos (USE) (Pan y cols.,
2010; Higgins y cols., 2005) y la extraccién con liquidos a presidn (PLE) (Lorca y cols., 2011;
Schréder, 2003). Con ellas se consigue reducir el consumo de reactivos, la generacion de
residuos y el tiempo de andlisis; ademas, se reduce la manipulaciéon de la muestra por parte
del analista (automatizacion de las técnicas) minimizando también la posible contaminacion.
En la mayoria de los casos, y debido a la complejidad de la matriz, la etapa condicionante del
analisis de microcontaminantes en biota suele ser la purificacién, con la que se pretende
eliminar interferentes (especialmente lipidos) que puedan influir en el analisis y dafar el
sistema cromatografico (Shao y cols., 2007). Existen diferentes técnicas de purificacion de
matrices sdlidas, siendo las mas comunes aquellas en las que se utilizan adsorbentes (como
Florisil® o octadecilsilano) (Felizeter y cols.,2012; Vestergren y cols., 2012).

En la Tabla 3 se recogen distintos métodos analiticos encontrados en la bibliografia entre 2002
y 2017 para la determinacion de PFCs en matrices ambientales junto con algunas propiedades

analiticas de cada uno de ellos.

Tabla 3. Metodologia analitica para la determinacién de PFCs en matrices ambientales.

TECNICA DE . LIMITES DE
MUESTRA . DETERMINACION . REFERENCIA
EXTRACCION DETECCION
Agua SPE LC-MS/MS 0,4-5,2 pg/L  (Yamashita y cols., 2004)
Agua SPE LC-MS/MS 0,01-1 ng/L (Taniyasu y cols., 2005)
Agua
. SPE LC-MS/MS 2-8 ng/L (Boulangery cols., 2005)
Residual
) 0,011-0,246 o
Sedimento US LC-MS/MS / (Higgins y cols., 2015)
ng/g
. 0,01-0,1
Sedimento US LC-MS/MS (Pany cols., 2010)
ng/g
Lodo PLE-SPE LC-MS/MS 6-10 ng/kg (Schoder, 2003)
Lodo PLE-SPE LC-MS/MS 15-79 ng/kg  (Llorcay cols., 2011)

15



COMPUESTOS PERFLUORADOS EN EQUINODERMOS MARINOS: METODOLOGIA ANALITICA PARA SU DETERMINACION Y MONITORIZACION

2.4. Regulacion

2.4.1. Salud publica

Se han empezado a regular los PFCs que se han utilizado mas, y los que se ha visto que
producian efectos sobre la salud: PFOS y PFOA, compuestos persistentes en el ambiente que
detectan en muestras de sangre por todo el mundo debido a exposicidn por contacto dérmico
o bien exposicidon por ingestion de los mismos. Pero sélo estan regulados por algunos
organismos oficiales, como la agencia europea de seguridad alimentaria (EFSA), la cual
teniendo en cuenta estudios toxicoldgicos ha establecido valores de ingesta diaria (TDI)
definida como cantidad de contaminante presente en alimentos o agua de bebida que puede
ser ingerida todos los dias durante toda la vida sin que suponga riesgos apreciables para la
salud (EFSA, 2013), siendo 150 ng y 1500 ng para el PFOS y PFOA, respectivamente, por
kilogramo corporal. De esta manera se mantiene un margen suficiente de seguridad para los
consumidores, incluidos aquellos subgrupos mds sensibles, como los nifos.

Una gran mayoria estdn relacionados con los envoltorios de los alimentos, pero todavia
estamos estudiando qué tipos de envases son los que mas llevan. De momento no podemos
generalizar, pero se puede tratar de reducirlos. Por ejemplo, en el caso de las frutas y
verduras, mejor comprarlas al por mayor que no envasadas. Y evitar la comida rdpida con
muchos envoltorios. También seria bueno reducir el uso de disolventes en la casa, y los
productos de tefldn. Y con el tiempo, estoy seguro de que los PFCs se acabaran regulando. No
hay que preocuparse por la calidad del agua del grifo, porque pasa muchos controles y muchos
tratamientos que garantizan que no conlleva ningun efecto negativo para la salud de las
personas. La de rio ya es otra cosa, porque se han detectado muchas sustancias que podrian

ser un riesgo.

2.4.2. Ambito medioambiental

La Directiva Marco de Agua (WFD 2000/60/CE) surge en el afio 2000 con el objetivo de, entre
otros, alcanzar un “buen estado” ecoldgico y quimico de las aguas superficiales y continentales
de los Estados Miembros de la Unién Europea antes de 2015, preservando asi la biodiversidad
del medio acuatico y protegiendo la salud humana (Directiva-2000/60).

Para evaluar la calidad de las aguas, la WFD establece distintos pardmetros fisico-quimicos y
bioldgicos que han de ser considerados como marcadores de contaminacidn. En lo referente a
la contaminacidn quimica, la directiva enumera la lista de las 33 sustancias prioritarias en
politica de aguas que, por su ubiquidad y toxicidad, suponen un peligro para el medio acuatico.

Es la Directiva 2008/105/CE la que, afios mas tarde, establece unos valores limites
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denominados Normas de Calidad Ambiental (NCA) para estas sustancias prioritarias. Estas NCA
se expresan mediante dos pardmetros: la media anual y la concentracion mdxima admisible.
En algunos casos, ésta ultima no se aplica pues se considera que los valores fijados por la
media anual son lo bastante bajos para proteger el medio acudtico a corto plazo.

Por otra parte, y para cada sustancia prioritaria, las NCA se establecen diferenciando dos
grupos de aguas: 1) las aguas superficiales continentales que incluyen rios, lagos y masas de
agua artificiales y 2) otras aguas superficiales. Ademas, en el Anexo lll se recoge un grupo de
posibles sustancias que podrian ser consideradas como contaminantes prioritarios en un
futuro, entre las que se encuentra el bisfenol A.

Desde entonces, el “buen estado quimico” de las aguas se evalila comparando las
concentraciones de los contaminantes en las aguas analizadas con el NCA correspondiente. De
esta manera, si se superan los valores establecidos en la legislaciéon no se puede garantizar la
proteccién del medio acuatico. Sin embargo, el avance en los estudios eco-toxicoldgicos y
medioambientales ha puesto de manifiesto la necesidad de modificar los valores limite de
algunas sustancias existentes, asi como afiadir otras sustancias que antes no estaban
consideradas.

La Directiva 2013/39/UE, que modifica a las antes mencionadas, incluye nuevos contaminantes
y hace mas restrictivas los valores limite en aguas para algunos compuestos (Directiva-
2013/39). En la citada directiva se incluyeron 12 nuevas sustancias prioritarias, que se suman a
las 33 previamente publicadas, entre los nuevos contaminantes se incluyen biocidas,
pesticidas, PFCs (PFOS vy sus derivados) o retardantes de Illama bromados
(hexabromociclododecano), entre otros (Tabla 4).

Ademads de analizar las aguas, el estado del medio acuatico puede evaluarse estudiando la
presencia de las sustancias prioritarias en sedimento y/o biota. La elecciéon de una u otra
matriz complementaria dependera de las propiedades fisicoquimicas de los compuestos bajo
estudio (European-Commission, 2010). Existen guias técnicas sobre la implementacion de las
NCA que recomiendan la monitorizacién de algunas de las sustancias peligrosas en
sedimentos, sin embargo la Directiva 2013/39/UE no recoge valores limite para esta matriz
pero si las incluye en biota para algunos compuestos, como los estudiados en dicho trabajo.
En cualquier caso, la legislacion va muy lenta. Primero hay que hacer las investigaciones y
obtener resultados claros, demostrar que hay efectos, y después aun se tarda afios hasta que
se plasman en leyes. Entre otras cosas, por las presiones de las empresas que fabrican los
productos. Y, ademds, hay que tener en cuenta que cuando se prohibe una sustancia

normalmente se sustituye por otra que, a la larga, también puede resultar téxica.
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Tabla 4. Normas de calidad ambiental para las sustancias prioritarias y algunos otros
contaminantes (Directiva 2013/39/UE).

«ANEXO |

NORMAS DE CALIDAD AMBIENTAL PARA LAS SUSTANCIAS PRIORITARIAS Y ALGUNOS OTROS
CONTAMINANTES

PARTE A: NORMAS DE CALIDAD AMBIENTAL (NCA)
MA: media anual
CMA:  concentracién mixima admisible
Unidad: [pg/l] para las columnas (4) a (7)
[ng/kg de peso hiimedo] para la columna (8)

(1) (2) (3) (4) (5) (6) 7 (8)
NCA- 2 1 " v MA (¥ Tk ’
Nombre de la C: ti::( } NCA-MA () hc}?‘\{:::\{ ! | Neacma ) NCA
N° . N CAS (1) BHa Otras aguas 8 1 Otras aguas o
sustancia superficiales o superficiales ; Biota (*?)
3 superficiales £ superficiales
continentales () continentales (%)
(35) | Acido perfluo- | 1763-23-1 65%107% [ 1,3x107 |36 7.2 9,1
rooctanosulfé-
nico y sus deri-
vados (PFOS)

3. OBIJETIVOS

De acuerdo con los antecedentes anteriormente descritos, el objetivo principal de este trabajo es:
proponer un método analitico para la determinacién simultanea de seis compuestos perfluorados en
organismos marinos (Holothuria tubulosa) y llevar a cabo un programa de monitorizacién ambiental
para el seguimiento de estos compuestos en organismos procedentes de la costa granadina.

Para la consecucidon de los objetivos pretendidos, a continuacidon se detalla el plan de trabajo
distribuido por actividades y tareas encadenadas en el tiempo:

1) Revisidon bibliografica sobre las fuentes, destino y efectos de PFCs en el medio
ambiente, asi como de las estrategias analiticas empleadas para su determinacién en
distintas matrices.

Se han consultado revistas cientificas electrdnicas a través de las bases de datos de
Science direct o Scopus. Estas bases de datos nos han sido de gran utilidad ya que
hemos encontrado articulos de gran impacto. Una vez dentro de las bases de datos se
ha podido hacer una seleccion de busqueda en la cual se puede indicar las palabras

clave del tema de interés, los afios de las publicaciones, los autores, la tipologia de la
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publicacion o incluso una revista especifica. En este caso se ha realizado la revisidn
sobre articulos desde el 1999 hasta la actualidad, usando como herramienta diversos
descriptores: “Endocrine Disruptor Compounds”, “Perfluoroalkyl Compounds”,
“Environment”, “Analytical Methodology” “Chromatography”’, “Fate” o “biota”.
También, hemos consultado tesis doctorales de diferentes autores relevantes en el
estudio de EDCs en el medio ambiente (Maria Mufioz Ortufio, Junio 2015; Maria Pilar
Martinez Moral, 2015; José Robles Molina, Mayo 2014; o Laura Segovia Martinez,
Octubre 2014; Noelia Salgueiro Gonzalez, Julio 2013)

2) Puesta a punto de una metodologia analitica para la determinacién simultanea de seis
PFCs en equinodermos marinos mediante extraccién con disolventes, limpieza del
extracto por extraccidn en fase sdlida dispersiva y posterior determinacién mediante
cromatografia de liquidos con deteccion de espectrometria de masas de triple
cuadrupolo.

3) Evaluacién cuantitativa de la exposicion de los PFCs en organismos marinos y
determinar la calidad de las costas en base a las exigencias fijadas por la Directiva

Marco del Agua en cuanto a la presencia de estos contaminantes en biota.

4. MATERIALES Y METODOS

4.1. Organismos de ensayo

Las holoturias u holoturoideos, conocidos vulgarmente como pepinos de mar o carajos de mar,
son una clase del filo Equinodermos que incluye animales de cuerpo vermiforme alargado y
blando que vive en casi todos los ambientes marinos, pero son mas diversos en las aguas
saladas poco profundas de los arrecifes coralinos. Habitan desde el medio intersticial, donde
pueden quedar expuestos en la marea baja, hasta las profundas fosas ocedanicas. Muchas
especies viven enterradas en sedimentos blandos, siendo por tanto bentdnicas; pero muchas
pueden nadar, y algunas incluso son miembros del plancton, flotando a merced de las
corrientes. Se conocen unas 1.400 especies.

Pertenece al mismo grupo (Echinodermata) que los erizos de mar o las estrellas de mar
aunque aparentemente no tienen la simetria pentarradial caracteristica de los demas
representantes de este grupo. Se consideran animales con una simetria bilateral secundaria,
ya que internamente sus érganos y sistemas aparecen en un nimero multiplo de 5, como en el

resto de equinodermos, pero externamente su cuerpo alargado da la sensacién de tener un
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solo eje de simetria. El cuerpo es musculoso, en forma de cilindro, y tiene una apertura bucal
por un extremo que es rodeada por tentaculos como podemos apreciar en la Figura 2. En el

otro extremo se halla la abertura anal.

Mesenterio (peritoneo)
Ano

Canal hidréforo
Celoma

Madreporito Cloaca

Canal anular

Suspensores
&& % G / cloacales
Bulbo \\I (XY Lo 05 ,(5»‘ Intestino
farimgeo ~ ’ VRN > >

respiratorio

Dergeane ¢

Vesicula  Génada Estomago

de Poli

Figura 2- Esquema de la estructura corporal de Holoturia
(www.asturnatura.com/articulos/equinodermos/holoturias.php).

Se alimentan de detritos, algas, en algunos casos de plancton y su reproduccién puede ser
tanto por via sexual como asexual.

En estudios previos, estos animales han sido objeto de estudio principalmente de metales y
compuestos orgdnicos como bifenilos policlorados, hidrocarburos aromaticos policiclicos y
algunos disruptores endocrinos (alquilfenoles, especies derivadas del estafio o bisfenol A)
pudiendo comprobarse que, efectivamente, sus &rganos muestran tendencia a |la
bioacumulacién (Goutte y cols., 2013; Arslan y cols., 2007; Bellas y cols., 2005; Novelli y cols.,
2002). Sin embargo, y segun la extensa bibliografia consultada, ninguno de estos estudios se

centra en los contaminantes seleccionados en la presente propuesta.

4.2. Toma de muestra

Los especimenes de Holothuria tubulosa (n = 10) fueron tomadas a mano por buceadores en
ubicaciones aleatorias, a lo largo de un transecto de 50 m de largo y 7-13 m de profundidad en
la zona infralitoral de la playa de Marina del Este (Almufiecar, sur de Espafia, coordenadas:
36.720528, -3.728383) en el mes de Marzo de 2017. Las muestras fueron de tamafio similar
(promedio de 100 g).

Una vez en el laboratorio, antes de la diseccién con bisturi, las holoturias se lavaron con agua
destilada para eliminar la materia extrafia y la suciedad. Para los andlisis, se utilizaron los
tractos digestivos, el arbol respiratorio y las génadas (Figura 3). Las visceras fueron liofilizadas,
homogeneizadas y tamizadas en polvo. Cada muestra se transfirié a un frasco de vidrio y se

almacenaron en el congelador (-20 °C) para evitar el deterioro hasta el analisis.
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Figura 3. Diseccién con bisturi de una holoturia.

5. PROCEDIMIENTO ANALITICO

El método se basa en la extraccién de los contaminantes mediante extraccidon asistida por
ultrasonidos, limpieza del extracto por extraccion en fase sdélida dispersiva y posterior
determinacién mediante cromatografia de liquidos con deteccién de espectrometria de masas

de triple cuadruplo (LC-MS/MS).

5.1. Instrumentacién
Cromatografo de liquidos
- Cromatdgrafo de liquidos de alta resolucién con bomba binaria de alta presidn,
inyector automatico y compartimento termostatizado para la columna.
- Detector de espectrometria de masas triple cuadruplo (QqQ-MS) equipado con fuente
de ionizacién por electrospray.
- Columna Halo C18 (50 x 4.6 mm i.d., 1,8 um).
Otros equipos
- Liofilizador

- Bafno de ultrasonidos
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- Balanza analitica de 0,1 mg de precisidn

- Centrifuga

- Micropipetas de volumenes variables comprendidos entre los 25 y 1000 uL

- Sistema de obtencién de agua ultrapura

- Sistema para evaporacion con corriente de nitrégeno
Otro material de laboratorio

- Agujas desechables

- Mortero de agata

- Sistema de filtracion

- Tamiz de paso de malla de 0,1 mm

- Filtros de membrana de nylon 0,22 um

- Filtros de nylon de 0,22 um para jeringas

- Jeringas desechables

- Tubos de centrifuga de 10 mL de fondo cdnico

- Viales de 2 mL para inyector automatico

5.2. Reactivos
Patrones
Todos los patrones comerciales empleados en la determinacidon deben ser de una pureza,
como minimo, superior al 97 %. Los patrones empleados son los siguientes:
- Acido perfluorobutanoico, PFBUA
- Acido perfluoropentanoico, PFPeA
- Acido perfuorohexanoico, PFHXA
- Acido perfluoroheptanoico, PFHpA
- Acido perfluorooctandico, PFOA
- Acido perfluorooctanosulfénico, PFOS

- Acido perfluorooctanoico *C, (patrén interno)

Otros reactivos
- Acetonitrilo
- Acetato amonico
- Agua ultrapura calidad HPLC
- Metanol calidad HPLC
- Sorbente sélido C18 (Octadecyl) (40 um)
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5.3. Procedimiento
Calibracion
- Preparacion de los patrones
Preparar los patrones del calibrado conteniendo 100 pg/L de patron interno vy
concentraciones de PFCs en los rangos de concentracién 0,01 a 500 ug/L. Emplear una
mezcla metanol:agua (1:1 v/v) como disolvente.
- Rectas de calibrado
Se realizaran a partir de las areas de pico de los cromatogramas MRM (Multiple

Reaction Monitoring) empleando el método del patrén interno.

Tratamiento de la muestra

- Medir con precisién 0,5 g de muestra, previamente liofilizada y tamizada a un tamano
de particula de 0,1 mm.

- Afadir 100 pL de una disolucidn de patrén interno de 250 ng /mL

- Adicionar a la muestra 7 mL de acetonitrilo y agitar en el vértex durante 2 min y
posterior extraccidn asistida por ultrasonidos durante 10 min.

- Seguidamente se introduce en la centrifuga durante 10 min a 4000 rpm.

- El sobrenadante se recoge en tubos de ensayo y se repite el proceso otra vez, para
realizar dos extracciones, obteniendo un volumen final aproximado de 14 mL.

- Alvolumen extractante se le aflade 0,8 g de C18 y se agita durante 2 min.

- Seintroduce en la centrifuga 15 min a 4000 rpm.

- Elsobrenadante es recogido en un tubo de ensayo.

- Evaporar a sequedad el extracto con corriente de nitrégeno y reconstituir por adicion
de 0,25 mL de una mezcla metanol:agua 1:1 (v/v).

- Filtrar el extracto (0,22 um).

Preparacion del blanco

Preparar dos blancos de reactivos en cada serie de medidas.

Andlisis cromatogrdfico
- Condiciones cromatogrdficas
o Flujo de fase movil: 0,6 mL/ min.
o Temperatura de columna: 30 2C.

o Columna Halo C18 (50 x 4,6 mmi.d., 1,8 um).
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o Fase movil: mezcla de metanol (fase orgdnica) y disolucién acuosa de acetato

amonico 10 mM (fase acuosa) siguiendo el programa de elucion de la Tabla 5.

Tabla 5. Programa de elucidn para la separacién cromatografica.

Tiempo (min) Fase organica (% v/v) Fase acuosa (% v/v)
0 28 12
14 70 30
19 80 20
20 28 72
26 28 72

PFBUA
PFPeA
PFHXA
PFHpA
PFOA

PFOS

o Deteccion:
En la Tabla 6 se muestran los valores de los parametros QqQ-MS optimizados

para la deteccidn de cada uno de los compuestos.

Tabla 6. Pardmetros optimizados para la determinacién de los PFCs.

Tiempo de 16n

., MRM 1 MRM 2 Fragmentor Energia de
retencion precursor N . ., L

. (cuantificacion) (confirmacion) (\")] colision (V)

(min) (m/z)

3,21 213[M-H] 213>169 213>51,6 55 0
6,95 263[M-H] 263>219 263>69 68 0
10,00 313[M-H] 313>269 313>119 60 0
12,11 363[M-H] 363>318.9 363>168,9 68 0
13,70 413[M-H] 413>369 413>169 68 40
14,99 499[M-HY 499>80 499>51,5 145 40

5.4. Expresion de resultados

Cdlculo de concentraciones

La cuantificacidn se llevard a cabo por interpolacion de las relaciones de darea, las del pico del

analito y las del patrén interno, obtenidas en los cromatogramas, en las correspondientes

rectas de calibrado. A continuacién se tendrd en cuenta la preconcentracién de la muestra

durante el tratamiento y la eficacia del método analitico.
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5.5. Validacion del método
Recuperacion
La recuperacion del método se evaluara sobre muestras de biota dopadas. Se prepararan por
triplicado muestras dopadas y blancos y se compararan las dreas de pico obtenidas en las
muestras dopadas con las obtenidas en extractos de muestras, dopados tras el proceso de
extraccién. Las recuperaciones obtenidas se muestran en la Tabla 7.
Precision
Se realizard por triplicado sobre muestras de biota dopadas. La precisién se expresard como
desviacion estandar relativa de las medidas realizadas. Los datos de precisién obtenidos para
los distintos compuestos se muestran en la Tabla 7.
Limites de deteccion y cuantificacion
- Limite de deteccidn
Se expresara como la concentracidn para la cual la relacién sefial-ruido tiene un valor
de 3. Los limites de deteccidon de los distintos compuestos se muestran en la Tabla 7.
- Limite de cuantificacion

Se expresard como la concentracion para la cual la relacién sefial-ruido tiene un valor de

10. Los limites de cuantificacion de los distintos compuestos se muestran en la Tabla 7.
Rango de linealidad
Se prepararan por triplicado nueve patrones de diferente concentracidn en los rangos de
concentracién indicados en la seccidn de calibracidn. Se representara la relacién entre el area
de pico del analito y el area de pico del patrén interno frente a la concentracién. Se evaluara la
linealidad a partir del valor de coeficiente de correlacidén de la recta de calibrado obtenida por
el método de los minimos cuadrados. El valor del coeficiente de correlacién deberd ser
superior a 0.990.

Tabla 7. Recuperacion, precision, linealidad y limites de deteccidn (LD) y cuantificacion (LC) del método.

PFCs Recuperacion Precision
(% RSD)

En la Figura 4 se muestra un esquema del procedimiento analitico seguido para la

cuantificaciéon de PFCs en holoturias.
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6.

LIOFILIZACION EXTRACCION CON DISOLVENTES Clean-up
jd = i h
E 4 acetonitrilo i
L3 ->
\‘

DETERMINACION ANALITICA: LC-MS/MS EVAPORACION HASTA SEQUEDAD 4050 x g-10 min

Figura 4. Procedimiento analitico para el andlisis de PFCs en muestras de holoturia.

MONITORIZACION DE PFCs EN HOLOTHURIA TUBULOSA

Tras la validacién del método, las muestras fueron tratadas como se describe en la secciéon 5y

se determind la concentracidén de los analitos de interés bajo las condiciones establecidas. El

analisis se realizd en todos los casos por duplicado. En la Tabla 8 se presentan los resultados

medios obtenidos y en las Figuras 5 y 6 un cromatograma de una disoluciéon patrén y una

muestra de holoturia, respectivamente.

Tabla 8. Concentraciones de PFCs (ng/g (ps)) medidas en holothurias.

Holothuria PFBUA PFPeA PFHXA PFHpA PFOA PFOS
WL 919 507 327 16 179 250
H2 7,58 4,81 31,6 159 172 23,1
H3 5,22 0,81 11,7 56,7 51,5 3,01
H4 4,61 1,41 11,6 53,2 51,3 2,41
H5 1,59 <LC 2,60 11,5 25,1 10,1
H6 1,99 <LC 2,60 11,0 24,4 9,84
H7 37,2 31,9 6,52 17,3 65,5 72,8
H8 34,7 31,2 6,69 17,3 64,6 72,9
H9 55,4 26,3 141 271 668 95,1
H10 48,9 78,1 174 484 151 21,3
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Los resultados demuestran la incorporacién de estos contaminantes emergentes en dichos
organismos todas las muestras dieron positivos en el analisis de los contaminantes con
concentraciones desde 0,81 ng/g (ps) para el PFPeA hasta 668 ng/g (ps) para el PFOA. De
manera general, los compuestos perfluorados de mayor cadena fluorocarbonada fueron
cuantificados a concentraciones mds elevadas que los de cadena corta, fundamentalmente
PFOS y PFOA. Estas altas concentraciones se pueden explicar debido al gran uso de productos
de limpieza, plaguicidas e insecticidas, textiles, embalajes revestimiento de aditivos etc los
cuales aumentamos el uso cotidiano.

Las concentraciones obtenidas en el estudio fueron comparadas con las encontradas en la
literatura, teniendo en cuenta distintas matrices. En la tabla 9 se puede observar las

concentraciones segun la matriz, la localizacién y el aio en el que fueron tomasdas las mismas.
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Tabla 9. Concentraciones (ng/g o ng/L) de PFCs obtenidas de la literatura en distintas matrices analizadas.

MATRIZ PFOS LOCALIZACION ANO REFERENCIA
Biota:
. Granada
Holoturia 3,01-95,1 B 2017 Este documento
(Espaiia)
Tubulosa
. Rio Jucar Campo et al.,
Biota: Peces 0,56-8,13 5 2010
(Espaiia) 2016
Biota: Lago Garda Chiesa et al,,
] 0-7,81 .
Anguila (Italia) 2017
. Llobregat Campo et
Biota 17,9-530 - 2010
(Espaiia) al.,2015
Biota: Oso . .
Artico Martin et al,,
polar 1700->4000 . 2004
, Canadiense 2004
(higado)
Biota: Visén Giesy y
. 40-4870 E.E.U.U. 2001
(higado) Kannan, 2001
. Golfo de
Biota: Foca . Kannan et al.,
) 10-1520 Botnia 2002
(higado) ) ) 2002
(Finlandia)
Biota: Angila Golfo de _
- Giesyy
Calva 1-2570 México 2001
Kannan, 2001
(plasma) (E.E.U.U.)
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Sedimento -

Sedimento -

Sedimento 0,61-12,9

Agua
. 0,07-111
superficial
Agua
superficial

Agua
superficial

0,26-1,06

0,08-2,50

METODOLOGIA ANALITICA PARA SU DETERMINACION Y MONITORIZACION

N.D

0,67-25,2

0,38-0,38

0,63-30.9

0,11-0,93

0,01-0,43

0,36-1,52

0,07-146

0,07-0,43

0,21-0,90

<0,15-0,38

0,02-5,36

0,15-11,4

0,01-2710

0,23-5,36

N.D-0,04

Mar de la
China Oriental
(China)
Bahia
alemana
(Alemania)
Llobregat
(Espaiia)
Llobregat
(Espaiia)
Bahia
alemana
(Alemania)
MAMar de la
China Oriental
(China)

2014

2011

2010

2010

2011

2014

Wang et al.,
2017

Wang et al.,
2017

Campo et al,,
2015
Campo et al.,
2015

Wang et al.,
2017

Quian-WenWan
etal., 2017

N.D.: No detectado
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Figura 5. Cromatograma obtenido Figura 6. Cromatograma obtenido
de muestra de Holoturia tubulosa de una disolucién patron.

De la tabla se observa que los PFCs mds monitorizados son los de cadena larga, entre los que
se encuentran el PFOS y PFOA. Como se menciona en la introduccion de este trabajo, ambos
compuestos, segln estudios recientes, son tdxicos y persistentes, el PFOA es ademas
carcinogénico, y el PFOS presenta una fuerte tendencia a la bioacumulacién.

También se aprecian concentraciones mas elevadas en la matriz biota que en el agua
superficial o el sedimento, lo que podria indicar una posible bioacumulacién de dichos
compuestos en las organismos marinos. Son contaminantes persistentes, porque son
compuestos muy estables y cuestan mucho de destruir quimicamente. Pueden durar afios, y
van pasando a través de los diferentes estadios de la cadena alimentaria: desde el agua entran
en los animales, y siguen la cadena tréfica. Sin embargo, también cabe destacar que segun la
localizacién la concentracidn varia independiente de la matriz, esto se debe a la cercania de
dichas matrices a lugares contaminados, como es el caso de los paises tropicales donde se
observan mayor concentracién de dichos compuestos (Giesy y Kannan, 2001).

Existen dos razones para que estos compuestos se encuentren tan extendidos en la Tierra: La
primera es que desde hace 60 afios estos compuestos se han utilizado en productos tan
cotidianos como las sartenes antiadherentes (el famoso Teflén), en la ropa “waterproof”, en
cosméticos, en cajas de pizza o en los envases de palomitas de maiz. Los PFCs migran desde
estos productos al aire, al polvo de casa, la comida o el agua potable. La segunda razén de su
ubicuidad es que los PFCs son compuestos orgdnicos persistentes, es decir, son compuestos
que no se degradan facilmente por lo que permanecen en el entorno ainos y que, ademas, se

acumulan a lo largo de la cadena alimentaria.
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7.

CONCLUSIONES

Los EDCs estdn en el punto de mira de estudios ambientales y ecotoxicoldgicos. Entre
ellos destacan los PFCs, tanto por su amplio uso industrial y doméstico como por su
elevada actividad estrogénica demostrando efectos adversos a niveles traza. Se descargan
al medio ambiente a través de efluentes industriales y de estaciones depuradoras de
aguas residuales afectando principalmente a organismos marinos donde pueden
acumularse si se produce una exposicién a largo plazo.

El andlisis de PFCs en muestras medioambientales requiere de herramientas analiticas con
una alta capacidad de separacidén y lo suficientemente sensibles como para detectar
concentraciones del orden de las partes por billén. La cromatografia liquida de alta
resolucion acoplada con detector de espectrometria de masas ha sido la mas
frecuentemente utilizadas para la determinacion de estos contaminantes.

En este TFG, se pone a punto una metodologia analitica para la determinacién simultanea
de seis PFCs en organismos marinos (Holothuria tubulosa) consistente en la extraccion de
los contaminantes mediante disolventes, limpieza del extracto por extracciéon en fase
solida dispersiva y posterior determinacion mediante cromatografia de liquidos con
deteccidn de espectrometria de masas de triple cuadrupolo.

Se validé la metodologia obteniendo pardmetros analiticos satisfactorios. Las
recuperaciones obtenidas se situaron en el rango de 84 a 101 % con desviaciones
estandar relativas inferior a 9 % y limites de cuantificacidn inferior a 0,03 ng/g (ps).

Todas las muestras dieron positivas en el anadlisis de los contaminantes. Los resultados
obtenidos muestran concentraciones entre 667 ng/g (ps) para el PFOA y 0,81 ng/g (ps)
para el PFPeA. De manera general, los compuestos perfluorados de mayor cadena
fluorocarbonada fueron cuantificados a concentraciones mas elevadas que los de cadena
corta. Estos resultados preliminares muestran la necesidad de futuros estudios para
conocer su comportamiento y sus efectos, a fin de preservar la biodiversidad y proteger la

salud publica.
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