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RESUMEN

Los contaminantes organicos perfluorados, presentes en numerosos objetos de
nuestra vida cotidiana, forman parte de los llamados contaminantes emergentes,
que empiezan a ser regulados por ley y cuyos efectos sobre los organismos y el medio
ambiente aun no estan bien evaluados. Estos compuestos se aplican en muchos
productos industriales y domésticos por su resistencia al calor y su capacidad de
repeler el agua vy el aceite.

La leche materna se ha utilizado como marcador bioldgico de la contaminacion
ambiental ya que, por los procesos de bioacumulacién en tejido graso, muchos
compuestos quimicos alcanzan concentraciones facilmente medibles en esta matriz.
Dada la complejidad de la misma, y las dificultades que ofrece para su estudio desde
un punto de vista analitico, este trabajo se ha centrado en la optimizacién y
validacion de una nueva y sencilla metodologia analitica para la determinacién de
cinco compuestos perfluorados (cuatro acidos perfluoroalquilicos (de C5 a C8) y el
sulfonato de perfluorooctano) en leche materna mediante extraccidén por sorcion
sobre barras agitadoras, previa precipitacion quimica de grasas y proteinas, y
posterior analisis mediante cromatografia de liquidos de ultra-resolucién acoplada a
espectrometria de masas en tdandem.

Palabras clave: Compuestos orgdnicos perfluorados; Leche materna; Extraccion con
barras agitadoras, Cromatografia de liquidos de ultra-resolucion acoplada a
espectrometria de masas en tandem.

ABSTRACT

Perfluoroalkyl compounds, present in several products of our everyday life, are part
of the so-called emerging contaminants. Although they are starting to be regulated,
their effects over organisms and the environment have not been well evaluated yet.
Their widespread use on industrial and domestic products is due to their thermal
stability and their unique ability to repel both water and oil.

Breast milk has been used as biomarker of environmental pollution because several
chemical compounds are bioaccumulated at quantifiable concentration levels in this
fatty tissue. Due to the analytical challenge that involves this complex matrix, this
work has been focused on the optimization and validation of a novel and simply
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analytical methodology for the determination of five perfluoroalkyl compounds (four
perfluoroalkyl carboxylic acids (from C5 to C8) and perfluorooctane sulfonate) in
breast milk. The analytical method involves a stir-bar sorptive extraction and analysis
by UHPLC-MS/MS.

Keywords: Perfluoroalkyl compounds, Human milk, Stir-bar sorptive extraction,
Ultra-High Performance Liquid Chromatography-tandem mass spectrometry

INTRODUCCION Y OBJETIVOS

Los compuestos perfluorados (PFCs, perfluoroalkyl compounds) constituyen una
amplia familia de contaminantes de origen antrdpico. Estas sustancias son muy
estables, tienen una gran resistencia térmica, quimica y bioldgica. Estdn compuestos
por una cadena perfluorocarbonada con propiedades hidrofébicas y oleofilicas, y en
un extremo poseen un grupo funcional con carga (carboxilo o sulfonato), el cual es
hidrofilico. Esta combinacion Unica de caracter hidréfobo y oleéfobo permite que
estas sustancias puedan repeler el agua y la grasa. Por estas propiedades, se utilizan
en multitud de productos industriales, como cosméticos, productos textiles,
revestimientos antiadherentes e impermeabilizantes, productos quitamanchas,
productos de limpieza, fitosanitarios, etc (Corsini et al., 2014).

En el centro de las investigaciones y de la polémica que rodea a estos compuestos se
sittan el sulfonato de perfluorooctano (PFOS) y el 4cido perfluorooctanoico (PFOA).
Ambos compuestos, segun estudios recientes, son tdxicos, persistentes y se
absorben casi por completo. Se acumulan principalmente en el higado y en la sangre
y se excretan muy lentamente por los rifones. Pueden atravesar la placenta y
acumularse en el higado del feto. El tiempo de vida medio de estos dos compuestos
es aproximadamente de 5 y 4 aflos en humanos.

Los estudios de toxicidad realizados en animales catalogan a estos compuestos como
potentes disruptores endocrinos. Los principales efectos adversos se han observado
sobre el higado, la reproduccidn, el desarrollo, el sistema inmunitario, el sistema
hormonal y el metabolismo lipidico. Aunque no son genotdxicos, también causan
neoplasias por mecanismos indirectos, principalmente de higado y de glandula
tiroides (Liu et al., 2007).

A partir de la inclusion del PFOS en el listado B del Convenio de Estocolmo
(Conferencia de las Partes, mayo 2009), las grandes empresas productoras de este
compuesto, tales como 3M y Dupont cesaron su produccion. Este compuesto ha sido
sustituido por otros PFCs con cadena mas corta como el sulfonato de
perfluorobutano.

En 2008, la Agencia Europea de Seguridad Alimentaria (EFSA) establecié una ingesta
diaria tolerable para el PFOS de 150 ng por kilogramo de peso corporal y dia en base
a los efectos adversos sobre la sintesis de hormonas tiroideas y la concentracion de
HDL en la sangre en animales de experimentacion. También establecid una ingesta
diaria tolerable para el PFOA de 1500 ng por kilogramo de peso corporal y dia en
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base a estudios sobre los efectos adversos en el desarrollo de las crias de animales
de experimentacion (Domingo, 2011).

Uno de los aspectos mas preocupantes es la vulnerabilidad de los nifios,
especialmente la de los recién nacidos, a la exposicion a este tipo de compuestos
durante las primeras etapas del desarrollo (Fei et al., 2009). Las madres lactantes
pueden, sin saberlo, exponer a sus hijos a niveles peligrosos de estos compuestos
pudiendo provocar efectos irreversibles que sélo se hardn evidentes a lo largo de su
vida (Karrman et al., 2009).

Puesto que la leche materna es la principal via de exposicidn para los bebés lactante,
su analisis es de especial interés cientifico. En los ultimos afios, esta matriz se ha
utilizado como un potente bioindicador de la contaminacién ambiental ya que, por
los procesos de bioacumulacién en tejido graso, muchos compuestos quimicos
alcanzan concentraciones facilmente medibles. Ademas, el muestreo es no invasivo
y los volimenes disponibles de muestra son relativamente grandes (Smolders et al.,
2009).

Dada la complejidad de la matriz (leche materna), y las dificultades que ofrece para
su estudio desde un punto de vista analitico, este trabajo se ha centrado en la
optimizacién y validacion de una nueva y sencilla metodologia analitica para la
determinacién de compuestos perfluorados (cuatro acidos perfluoroalquilicos (de C5
a C8) y el PFOS) basada en la extraccidn por sorcién sobre barras agitadoras (SBSE,
stir-bar sorptive extraction), previa precipitacion quimica de grasas y proteinas, y
posterior andlisis mediante cromatografia liquida de ultraresolucién (UHPLC, Ultra-
High Performance Liquid Chromatography) acoplada a espectrometria de masas en
tandem (MS/MS).

METODOLOGIA

La optimizacion de la metodologia se realizd sobre las dos etapas fundamentales en
las que se divide el procedimiento analitico: la determinacidn cromatografica y el
tratamiento de la muestra.

Determinacién cromatogrdfica

La determinacién de los PFCs se llevé a cabo empleando un cromatdégrafo de liquidos
de ultraresolucién de la marca Waters con bomba binaria de alta presién, inyector
automatico y compartimento termostatizado para la columna.

Para la separacion de los compuestos, se optd por una columna de octadecilsilano
CORTECS UPLC C18 (Waters) (50 mm x 2.1 mm; 1.6 um de tamafio de particulas) y
una disolucion acuosa de acetato amonico (10 mM) y metanol como fase movil. Se
siguid un programa de elucién en gradiente, comenzando con una pequefia
proporcion de metanol (20 %) junto con la fase acuosa, aumentando,
posteriormente, la proporcién de fase organica hasta el 100 % en 5 minutos.
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El cromatdgrafo de liquidos esta acoplado a un detector de espectrometria de masas
triple cuadrupolo equipado con una fuente de ionizacion por electrospray
trabajando en modo negativo. Para cada analito se seleccionan las dos transiciones
mas abundantes tras la rotura del ion precursor. En la Tabla 1 se muestran los
parametros optimizados empleados en el espectrémetro de masas. En la Figura 1 se
muestra un cromatograma para una mezcla patrén de 50 ng mL* de los PFCs objeto
de estudio en las condiciones descritas.

Tabla 1. Parametros UHPLC-MS/MS.

Acido perfluoropentanoico PFPeA 3.17 263 219 89.7

Acido perfluorohexanoico PFHxA 3.98 313 269 119

Acido perfluoroheptanoico PFHpA 4.49 363 319 333

Acido perfluorooctanoico PFOA 4.87 413 369 194
Sulfonato de PFOS 4.18 499 80 51

perfluorooctano

Acido perfluoro-n-[1,2,34- || ¢ o) | 509 417 371 168

13C4]octanoico

MRM 1: Transicidn utilizada para la cuantificacion; MRM 2: Transicién utilizada para la confirmacion.
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Figura 1. Separacidn cromatografica de los compuestos objeto de estudio por UHPLC-
MS/MS.
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Tratamiento de la muestra
Precipitacion de grasas y proteinas

La leche materna es una matriz biolégica de elevada complejidad, compuesta
fundamentalmente por proteinas y lipidos, los principales interferentes que
dificultan el andlisis, afectando gravemente a la sensibilidad de la técnica.

En este trabajo se lleva a cabo un efectivo pre-tratamiento para la eliminacién de
estas grasas y proteinas, mediante precipitacidon quimica, consistente en la adicidn
de una disolucidn mezcla de sales de zinc y tungsteno en medio acido junto con
acetonitrilo.

La relacion solucion de precipitacién/acetonitrilo/leche fue optimizada para
conseguir las mejores eficacias de extraccién de nuestros analitos. Para 5 mL de
leche, volimenes desde 2,0 a 10,0 mL de solucién de precipitacion y acetonitrilo
fueron ensayados; siendo 4 mL de ambos componentes el valor éptimo.

Extraccion por sorcion con barras agitadoras

La técnica que se propone en este trabajo para la extraccion de los PFCs de la leche
es la SBSE. Es un sistema de extraccion libre de disolventes introducido por Baltusen
et al. (1999), ampliamente empleada en la preparacion, extraccion vy
preconcentracién de compuestos orgdnicos en matrices acuosas. Se basa en los
principios de la microextraccion en fase sélida (SPME), aunque el volumen de fase
extractante empleada en la SBSE es entre 50 y 250 veces mayor que el empleado en
SPME, lo que provoca que la sensibilidad de esta técnica se multiplique por un factor
de entre 100 y 1000 veces. Los analitos son extraidos por la fase estacionaria en
funcidn de sus coeficientes de particion octanol-agua (Kow) y del ratio de volimenes
muestra-adsorbente.

La barra agitadora tiene el mismo aspecto que una barra magnética agitadora usual,
mientras agita la muestra, ésta adsorbe y concentra los analitos de interés sobre la
capa de sorbente con que esta recubierta. Una vez se ha alcanzado el tiempo de
equilibrio, se retira de la muestra, se seca y se dersorbe en un volumen determinado
de disolvente.

Las primeras barras agitadoras estaban recubiertas con polidimetilsiloxano (PDMS)
y fueron comercializadas por Gerstel bajo el nombre de “twisters”. Sin embargo,
PDMS es un material hidrofébico, idoneo para la extraccion de compuestos no
polares. Actualmente también hay comercialmente disponible el polimero
polietilenglicol (PEG) modificado con silicona, que permite una mejor extraccion de
algunos compuestos polares a la vez que aumenta la sorcidn de compuestos
apolares.
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RESULTADOS Y DISCUSION
Optimizacién de la técnica extraccion

Se optimizaron las principales variables que afectan a la SBSE: material de
recubrimiento, adicién de cloruro de sodio, pH de la muestra, tiempo de extraccion
y condiciones de desorcidn (disolvente y tiempo). Para ello, se emplearon porciones
de 5 mL de leche previamente dopadas con una disolucién patrén de los compuestos
seleccionados a una concentraciéon de 100 ng mL . Antes de la extraccidn se eliminan
las proteinas y grasas tal y como se ha comentado previamente.

En primer lugar, se evaluaron los dos materiales de recubrimiento disponibles
comercialmente: PDMS y PEG. La Figura muestra los resultados obtenidos con cada
material. En general, PEG presentd mejor sensibilidad (50 veces mayor),
especialmente para los compuestos perfluoroalquilicos de corta cadena carbonada,
lo que esta de acuerdo con la afinidad de este material y los coeficientes Kow de estos
compuestos (Log Kow = 3.4-4.3).

5000000 » 100000
< 4000000 B PEG (pH 3) 80000 7
& 3000000 - @ PDMS (pH 2) 60000 o
3 2000000 40000 ®
< 1000000 - 20000 <
0 ¥y v 0

PFPeA PFHxA PFHpA PFOA PFOS

Figura 2. Influencia del material de recubrimiento (PDMS y PEG) sobre la eficacia de
extraccion (n=3).

Con el fin de optimizar el resto de los parametros de extraccion y determinar posibles
interacciones entre ellos, se realizd un disefio experimental de superficie de
respuesta siguiendo el modelo de Box- Behnken. Se optimizaron tres factores a tres
niveles tres niveles cada uno. El disefio incluye tres repeticiones del punto central.
Los factores a optimizar fueron: Tiempo de extraccién de 2, 13y 24 h; porcentaje de
NaClde 0,19y 38 % (p/v) y pH de la muestra entre 3, 5y 7. Los resultados obtenidos
se presentan en la Figura 3.

Dichas variables y algunas de sus interacciones resultaron significativas. Se observé
que la adicién de NaCl fue el parametro mas importante, seguido del pH, mientras
que el tiempo de extraccion resultd significativo para los PFCs de larga cadena
alquilica (PFOA y PFOS).

Finalmente, tras la optimizacién del procedimiento para la extracciéon de PFCs de la
leche se introduce la barra agitadora de PEG, previa precipitacién de grasas y
proteinas, en un vial conteniendo 5 ml de leche y NaCl (38% p/v). La muestra se
mantiene en agitacion durante 24 horas. Pasado dicho tiempo, se retira el twister de
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la muestra y se seca con papel. Los analitos retenidos se desorben en un volumen de
1 mL de acetonitrile durante media hora, se evapora a sequedad y se reconstituten
con 50 pl de fase movil para su posterior inyeccion en el cromatégrafo de liquidos.

PFOS
FACTORES:
* pHdela muestra: 3,5, 7 i
+ Adicidon de NaCl: 0, 19, 38% p/v
* Tiempo de agitacion: 2, 13,24 h

Area

i
H
2
l

Area

Figura 3. Optimizacion de las variables influyentes en la eficacia de extraccidon con SBSE.
Superficies de respuesta para los PFCs segun el disefio experimental.

Validacion del método

Tras la optimizacion, se procedié a la validacion para verificar que el método
satisface los requisitos para la aplicacion destinada. Para ello, se calcularon los
parametros: linealidad, sensibilidad, veracidad y precision (Tabla 2).

En primer lugar se procedid a detectar la presencia de efecto matriz en la leche
comparando el calibrado en fase mévil con el calibrado en muestras. Se utiliza el
parametro estadistico “tswdent” para la comparacién de ambas pendientes. Si ambas
pendientes son practicamente iguales, su cociente no debe ser significativamente
distinto de 1. Este procedimiento nos confirma la presencia de efecto matriz con
valores de t superiores a 8 para todos los PFCs estudiados.

La linealidad se evalud por el coeficiente de determinacién de la recta de calibrado
en matriz. Se alcanzaron valores > 0.990 para todos los analitos. Por su parte, los
limites de deteccidn y cuantificacion metodoldgicos fueron estimados a partir de la
relacion sefial ruido multiplicada por 3 y 10, respectivamente. Los limites de
deteccidn fueron del orden de las pocas partes por billén para todos los analitos
(entre 0.05y 0.2 ng mLY).
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Tabla 2. Parametros de validacion de la metodologia optimizada.

Concentracion

Concentracion
encontrada DER

Compuesto EQETIGE]

0,
(ng mL?) (nés,?‘{-l) %
1 0.9 (0.1) 12 | 89
PFPeA 50 48.9 (6.3) 13 | 98 0.05 0.2 0.999
100 99.4 (4.1) 4 99
1 1.0 (0.1) 10 | 96
PFHXA 50 50.5 (5.1) 10 | 101 0.1 0.4 0.996
100 100.1 (9.4) 9 | 100
1 0.8 (0.1) 9 81
PFHpA 50 52.7 (6.6) 13 | 105 0.2 0.7 0.990
100 98.5 (8.3) 8 98
1 0.8(0.2) 13 | 83
PFOA 50 52.1(3.7) 7 | 104 0.07 0.2 0.997
100 98.5 (1.3) 1 99
1 0.9 (0.1) 6 | 100
PFOS 50 51.6 (3.4) 7 | 106 0.06 0.2 0.995
100 100.4 (4.2) 4 98

R: Recuparecién; DER: Desviacion Estandar Relativa; LD: Limite de deteccion; LC: Limite de
cuantificacion.

Para la estimacién de la exactitud (veracidad y precision) se han empleado ensayos
de recuperacién sobre muestras libres de los analitos, dopadas con los compuestos
objeto de estudio a un minimo de tres niveles de concentracidn. El porcentaje de
recuperacion (% R), se calculé dividiendo la cantidad de analito encontrada mediante
la interpolacidn en la funcién de calibracién entre la concentracion afiadida al blanco
de muestra. Las recuperaciones se situaron cercanas al 100% en todos los casos. Los
valores de Desviacion Estandar Relativa (DER) que se muestran en la Tabla, inferiores
al 13% en todos los casos, indican que el método es suficientemente preciso para
cada nivel de concentracién medido.

Aplicacion de la metodologia

Esta nueva metodologia propuesta, se aplicd sobre leche materna de cinco mujeres
embarazadas de la provincia de Granada, durante los 40 dias posteriores al parto, de
manera totalmente voluntaria y confidencial. En la Tabla 3 se muestran los
resultados obtenidos.

Todas las madres fueron positivas para al menos uno de los compuestos de interés
con concentraciones que oscilan entre 0.8 y 6.6 ng mL?, siendo el PFOS el mas
abundante.
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Tabla 3. Niveles de contaminantes perfluorados medidos en cinco madres (n=3).

Muestra Concentracién (ng.mL?)
PFPeA PFHxA PFHpA PFOA PFOS
Madre 1 0.8 <LC <LC 0.8 1.5
Madre 2 3.0 1.6 2.3 1.4 2.0
Madre 3 0.9 0.8 1.5 1.7 6.6
Madre 4 1.5 <LC ND ND ND
Madre 5 1.1 <LC <LC 1.4 ND
CONCLUSIONES

e Se propone el uso de la leche materna como posible biomarcador de la
contaminacién ambiental a compuestos perfluorados.

e Se ha desarrollado una nuevo metodologia analitica basada en la
extraccion sobre barras agitadoras, previa precipitacion quimica de
grasas y proteinas, y posterior analisis mediante cromatografia liquida de
ultraresolucién acoplada a espectrometria de masas en tandem.

e La combinacién de unas dptimas propiedades analiticas principales (en
términos de precision y exactitud) y complementarias (manipulacién
reducida, simplicidad del procedimiento, costes de analisis no demasiado
elevados y empleo de disolventes de baja toxicidad) avalan el potencial
del método desarrollado para tareas de biomonitorizacion.

e Aunque la técnica tiene un amplio espectro de ventajas, nunca antes se
ha utilizado para la determinacidn de compuestos perfluorados en leche.
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