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IJUSTIFICACION Y OBJETIVOS

En las dltimas seis décadas la gestidn insostenible de productos quimicos tdxicos
a través de su ciclo de vida ha dado lugar a una contaminacién generalizada y masiva
del medio ambiente, la biota y los seres humanos. Entre dichos productos se
encuentran los contaminantes orgdnicos persistentes (persistent organic pollutants,
POPs). Los POPs son considerados un grave problema a nivel mundial debido a su
persistencia, la transportabilidad de largo alcance, su capacidad para acumularse en
los tejidos grasos y su elevada toxicidad incluso a bajas concentraciones [1]. Debido a
esta serie de amenazas importantes que afectan gravemente a la salud humana y al
medio ambiente, en el afio 2001 los gobiernos mundiales se reunieron en Suecia para
adoptar un tratado internacional destinado a restringir, reducir y con el tiempo
eliminar dichos compuestos. El Convenio se conoce como Convenio de Estocolmo
sobre Contaminantes Organicos Persistentes y entrd en vigor en mayo de 2004. Entre
estos contaminantes se incluyen plaguicidas como la aldrina, atrazina o DDT, algunos
productos industriales como son los bifenilos policlorados y otros como las dioxinas o

los furanos.

Otra serie de contaminantes que ha suscitado gran atencién e importancia son
los denominados contaminantes emergentes, entre los que se incluyen compuestos
farmacéuticos y drogas de abuso, que actualmente no disponen de ningun tipo de
regulacién, pudiendo en un futuro disponer de ella dependiendo de las investigaciones
sobre sus efectos potenciales en la salud y los datos de monitorizacion con respecto a

su incidencia.

En la presente Tesis Doctoral se ha abordado el estudio de dos familias

especificas:

A. Contaminantes Organicos Persistentes: Hidrocarburos aromaticos policiclicos.
Desde el punto de vista histérico es importante sefalar que fueron los primeros
agentes quimicos en ser reconocidos como causantes de tumores malignos en
los seres humanos. Estos contaminantes son conocidos por su persistencia en
el medioambiente, bioacumulacién y sus efectos negativos en humanos vy
animales debido a su toxicidad, carcinogeneidad, mutageneidad y su actividad

como disruptores endocrinos [2-4].



|.JUSTICACION Y OBJETIVOS

Dentro de este apartado se estudiaran 24 analitos, de los cuales 16 se encuentran
designados por la Agencia de Proteccion Medioambiental (Environmental Protection
Agency, EPA) como contaminantes prioritarios. La técnica empleada para la extraccion
de los analitos en matrices acuosas fue la microextraccion en fase sélida empleando
como fase extractante material polimérico de bajo coste, el Polidimetilsiloxano
(Polydimethilsiloxane, PDMS). La herramienta analitica empleada para la
determinacién de estos compuestos fue la cromatografia liquida de ultra eficacia
(ultra-performance liquid chromatography, UPLC) acoplada a deteccidén ultravioleta

(ultraviolet, UV) vy fluorescencia (fluorescence, FD).

B. Contaminantes emergentes: Inhibidores selectivos de la ciclooxigenasa 2.

Este tipo de compuestos pertenecen al grupo de anti-inflamatorios no
esteroideos (non-steroidal anti-inflammatory drugs, NSAIDs). En la dultima
década en Espaiia, su consumo ha ido incrementdndose moderadamente,
aunque para algunos de ellos, como el Rofecoxib su retirada del mercado se vio
obligada por motivos de seguridad [5]. La gran mayoria de estos contaminantes
se introducen en el medio ambiente, después de su consumo mediante la
excrecion de forma inalterada de dichos compuestos o de sus metabolitos,
siendo facilmente incorporados a las redes de las plantas de tratamiento de
aguas residuales (wastewater treatment plants, WWTPs) no siendo éstas
capaces de eliminarlos por completo [6]. La mayoria de los estudios se centran
en aguas residuales (influente y efluente), pero el material resultante de las
WWTPs conocido como lodo o biosdlido, es otra de las matrices a tener en
cuenta ya que a menudo tiene aplicaciones en la agricultura como fertilizante
[71.

En esta familia de compuestos se han estudiado 6 COXIBs en muestras
ambientales que se corresponden con aguas residuales y con lodos de
depuradora. Debido a la carencia de metodologias actualmente, se propondra
la extraccidon en fase sdlida (solid phase extraction, SPE) como técnica de
extraccion y la determinacidn se hard mediante cromatografia liquida acoplada

a espectrometria de masas hibrida de tipo cuadrupolo tiempo de vuelo (liquid
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chromatography coupled to hibryd mass spectrometry quadrupole time-of-fly,
LC-QTOF/MS) para muestras acuosas y la técnica de dispersion de la matriz en
fase solida (matrix solid phase disperssion, MSPD) para muestras solidas

empleando como técnica de determinacion LC-QTOF/MS.

Por tanto los objetivos generales de este trabajo para ambas familias se pueden

resumir a continuacion:

= Desarrollo de una metodologia sensible, selectiva, eficiente y robusta para la
determinacién de los compuestos de interés en las diferentes matrices
medioambientales, ya sean aguas residuales como influente y efluente, aguas
superficiales (rios) o bien lodos.

= Caracterizacion y validacion de la metodologia propuesta para su posterior
aplicacion a diferentes matrices medioambientales.

= Busqueda no dirigida de otros contaminantes emergentes en las muestras

medioambientales.
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1. HHIDROCARBUROS AROMATICOS POLICICLICOS
1.1. Definicion, propiedades y estructura

Los hidrocarburos aromaticos policiclicos (polyciclic aromatic hydrocarbons,
PAHs) son un grupo de compuestos orgdnicos formados por atomos de carbono e
hidrégeno que se configuran en estructuras aromaticas con dos o mas anillos
fusionados, pudiendo existir en varias posiciones isoméricas, constituyendo asi una
familia de mdas de 100 compuestos organicos diferentes [1]. Generalmente, estos
compuestos se clasifican como no-alternantes si su estructura estd compuesta
Unicamente por anillos bencénicos fusionados, o alternantes si por el contrario
muestran anillos no aromdaticos de cuatro, cinco o seis &tomos en su estructura [2].
También es importante acentuar la formacion de otros PAHs derivados que contienen

en sus estructuras otros grupos funcionales (nitro, halo, hidroxi, etc) [3].

Los PAHs son compuestos sélidos en condiciones ambientales, incoloros o con
una tonalidad blanca o amarilla palida [4]. Se tratan de moléculas poco polares,
mostrando una naturaleza altamente lipofilica, disminuyendo su polaridad y
aumentando su estabilidad electroquimica a medida que aumenta su angularidad y el
numero de anillos aromaticos [5]. Los PAHs de bajo peso molecular (aquellos que
constan de 2 6 3 anillos aromaticos) suelen ser altamente toéxicos mientras que
aquellos que presentan alto peso molecular (4 o mds anillos aromaticos) son
altamente cancerigenos y mutagenos [6]. Los PAHs fueron, tal vez, los primeros
carcinégenos ambientales reconocidos, siendo dificilmente degradables en

condiciones naturales (presentan resistencia a la biodegradacion).

Los PAHs pertenecen al grupo de contaminantes organicos persistentes
(persistent organic pollutants, POPs) ya que en conformidad con el protocolo de
Contaminantes Organicos Persistentes firmado el 24 de junio de 1998 en Dinamarca,
recogen las 5 caracteristicas principales: (1) ser toxicos, (2) persistentes, (3)
bioacumulables, (4) ser transportados a través del aire y depositados a largas
distancias y (5) causar efectos negativos sobre la salud y el medio ambiente, tanto
cerca como lejos de su fuente de emision [7].

En la Figura Il.1 se muestra la estructura de algunos PAHs. Entre ellos se
encuentran los 16 designados por la Agencia de Proteccién Ambiental (Environmental

11
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Protection Agency, EPA) y por la Comunidad Europea (European Community, EC)

como contaminantes ambientales prioritarios.

12
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Acenafteno Acenaftileno Antraceno Benzo[a]Antraceno

Benzol[a]Pireno Benzol[b]Fluoranteno Benzol[g,h,i]Perileno Benzolk]Fluoranteno
Criseno Dibenzo[a,h]Antraceno Fenantreno Fluoranteno
Fluoreno Indeno[1,2,3-c,d]Pireno Pireno Naftaleno

HO O
o]
Acenaftenol 9,10-Antraquinona 4,5-Benzo[a]Pirenodiona

g g o
Br Cl

9-Bromofenantreno 9-Clorofenantreno 2-Nitropireno

Figura Il.1. Estructura molecular de algunos PAHs de interés.
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=  Propiedades espectroscopicas

Es importante sefialar su inestabilidad fotoquimica. Los PAHs absorben
luz en la region ultravioleta A (UVA) (entre 320 a 400 nm). PAHs con 5 o0 mas
anillos aromaticos pueden absorber en el visible (> 400nm) [8]. Los productos
de fotorreaccién de los PAHSs, incluyendo, los nitro-PAHs, halogenados,
oxigenados y las quinonas, pueden asimismo absorber energia luminica y volver

a reaccionar ejerciendo fototoxicidad [9].

= Absorcion

Los PAHs poseen espectros de absorcién ultravioleta caracteristicos
[10]. Estos espectros surgen de transiciones electrdnicas. La intensidad de estas
transiciones y su energia vienen determinadas por los anillos aromaticos de la
molécula. La sustitucidon de los anillos aromdaticos genera un desplazamiento

batocrdmico, generalmente por grupos alquilo.

=  Fluorescencia

La fluorescencia de los hidrocarburos aromaticos policiclicos esta
estrechamente relacionada con la presencia de orbitales m-enlazantes de alta
energia y orbitales m-antienlazantes de menor energia. La transicion que tiene
lugar entre ambos tipos de orbitales es la responsable de originar el color y los

espectros caracteristicos de absorcidn ultravioleta y de fluorescencia.
= Fosforescencia

En cuanto a las propiedades fosforescentes, casi todos los PAHs las
presentan. Debido a que se producen procesos de desactivacién de los estados
tripletes de las moléculas, no se pueden detectar fosforescencia en muestras

liquidas a temperatura ambiente.

En la Tabla II.1 se recogen las propiedades fisico-quimicas de algunos PAHs, las

cuales vienen determinadas por los sistemas electrdnicos m-conjugados. La solubilidad

de los mismos depende de la temperatura, pH, fuerza idénica y los componentes que se

puedan hallar en la matriz acuosa (por ejemplo, la cantidad de carbono organico
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disuelto). No obstante, los PAHs tienen relativa baja solubilidad en agua, pero se
disuelven facilmente en grasas y aceites con tendencia a acumularse en los tejidos
adiposos de organismos vivos. Los PAHs exhiben presiones de vapor variables, los que
presentan bajos valores se encuentran asociados con particulas sélidas de suelos y
sedimentos, mientras que los que tienen altas presiones de vapor se hallan en fase
vapor a temperatura ambiente en el aire. Ademas, la volatilidad disminuye a medida

gue el numero de anillos aromaticos aumenta.
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Tabla Il.1. Propiedades fisico-quimicas de los 24 PAHs estudiados.

Compuesto Ne CAS Férmula Peso Punto de log Pv (kPa)
molecular molecular ebullicion Kow
(uma) (eC)

Naftaleno (NAFT) 91-20-3 CioHs 128 218 336 1.04x10”

Acenaftileno (ACY) 208-96-8 Ci,Hs 152 280 407  8.9x10™

Acenafteno (ACE) 83-32-9 C1,H1o 154 279 3.92 2.9x10™

Fluoreno (FLU) 86-73-7 CisHao 166 298 418  9.0x10”

Fenantreno (FEN) 85-01-8 CiaH1o 178 340 457  1.6x10%

Antraceno (ANT) 120-11-7 CiaH1o 178 340 454  8.0x10”

Fluoranteno (FLUOR) 206-44-0 CieH1o 202 384 522  1.2x10%°

Pireno (PIR) 190-00-0 CieHao 202 404 518  6.0x10"
Ciclopentalc,d]Pireno

27208-37- 22 D .

(CPlc.dIP) 7208-37-3 CigHio 6 N 4.90
Benzo[a]Antraceno 56-55-3 CieH 228 438 561  2.8x107%
(B[a]A) 181112 . .

Criseno (CRIS) 218-01-9 CigH1s 228 448 591  8.4x10%
5-Metilcriseno
3697-24-3 CyoH 242 458 4.62 -
(5-MCRIS) il
Benzol[j]Fluoranteno -08
205-82- H 252 N.D 1 1.8x1
(B[]]F) 05-82-3 CyoH12 5 6.18 8x 008
Benzo[b]Fluoranteno 6.7x10
205-99-2 CyoH 252 481 6.12
(BIbJF) 2012 (a) N
Benzo[k]Fluoranteno 1.3x10
207-08-9 CaoH 252 480 6.84
(B[k]F) 201112 (a)
Benzo[a]Pireno (B[a]P) 50-32-8 CooH1z 252 495 6.50  7.3x10™°
Dibenzo[a,l]Pireno
191-30- H 2 7.37 -
(DBla.lP) 91-30-0 CaosHis 30 595 3
Dibenzo[a,h]Antraceno 1.3x10™*
53-70-3 Cy,H 278 524 6.50
(DB[a,h]A) R (a)
Benzo[g,h,ilPerileno 191-24-2 CyoH 276 >500 7.10  1.4x10™"
(B[g,h,iIP) E ' '
Indeno(1,2,3-c,d]Pireno 11
Dibenzola,e]Pireno 192-65-4 CouH 302 N.D 737  1.12x10%
(DB[a,e]P) S ' ' ‘
Dibenzol[a,i]Pireno 11
(DBlaIP) 189-55-9 CasHis 302 N.D 737  1.12x10
Dibenzo[a,h]Pireno 11
(DB[a.h]P) 189-64-0 CyaHia 302 N.D 7.37  1.12x10

Kow Coeficiente de particion octanol-agua; Pv, presién de vapor a 252C; N.D, no disponible; 2 presion de vapor a

20eC
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1.2. SINTESIS
1.2.1. Formacion de PAHs

En los ultimos afios, los PAHs han desarrollado un interés creciente debido a su
amplia diversidad de fuentes emisoras. Su formacidn se deriva principalmente de las
actividades antropogénicas relacionadas con pirdlisis y combustién incompleta de la
materia orgdnica. La composicién de los productos de la pirosintesis depende del tipo
de combustible, la temperatura de combustiéon y el tiempo de permanencia expuesto a
altas temperaturas. Entre los combustibles que forman PAHs se encuentra el metano,
otros hidrocarburos, ligninas, péptidos, etc. Sin embargo, los compuestos insaturados y
las estructuras ciclicas suelen favorecer la formacién de los mismos [11]. Dependiendo
de la fuente de emision se vera reflejada la caracterizacion, distribucion y la toxicidad
de los mismos. En la Figura 1.2 se considera un posible mecanismo de formacién de

PAHs durante un proceso de combustion.

C
? (i: ©/C\C ©/C\g
C C C

\C C/

J Naftaleno
CoC — QL ! ! — O
Benzo[a]Pireno Fenilbutil tetralina Tetralina

Figura I1.2. Posible mecanismo de formaciéon del Benzo[a]Pireno.

Origen pirolitico: los PAHs pueden generarse a partir de la combustién
incompleta de la materia orgdnica, reciente o fésil, ya sea ésta debida a causas
naturales o antropogénicas (reacciones geoquimicas durante la sintesis in situ de
combustibles orgéanicos fosiles como el carbdn o el petréleo). Como consecuencia de
las altas temperaturas se generan radicales libres que reaccionan entre ellos formando

compuestos con estructuras ciclicas condensadas [12].

=  Fuentes naturales: la quema accidental de los bosques y paramos debido a la

caida de rayos son fuentes naturales de la aparicion de PAHs. Por otra parte, las
erupciones volcdnicas y materia orgdnica en descomposicidén también son

consideradas fuentes naturales importantes, contribuyendo a aumentar los
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niveles de estos compuestos en la atmdsfera. El grado de produccion de éstos
depende de las condiciones meteoroldgicas, como el viento, la temperatura, la

humedad y el tipo de combustible.

Fuentes antropogénicas: las emisiones de fuentes antropogénicas se deben

fundamentalmente a una gran industrializaciéon y urbanizacién, generando
serios problemas de contaminacién en ciudades con una alta densidad
poblacional. Las emisiones de PAHs procedentes de las industrias son
producidas por la quema de combustibles como el gas, el petréleo y el carbdn,
y también como resultado del procesamiento de materias primas como el
aluminio primario. Chen y col. [13] estudiaron las emisiones de PAHs de la
pirdlisis de llantas usadas siendo estas de 42,3 g/dia con un factor de emision
(emission factor, EF) de 4 mg kg™.

En dreas urbanas, las fuentes moéviles son la principal causa de las emisiones de
PAHSs. Estos se emiten principalmente de los gases de escape de los vehiculos,
incluyendo automdviles, ferrocarriles, barcos, aeronaves y otros vehiculos de

motor.

Fuentes domésticas: a pesar de que su repercusion medioambiental es casi

insignificante en comparacion con lo mencionado anteriormente, el hombre
genera cantidades importantes de PAHs relacionadas con el consumo de
tabaco y el procesado de productos alimentarios, tales como ahumados,
alimentos preparados a la parrilla o sometidos a tratamientos térmicos severos.
Las emisiones de PAHs procedentes de estas fuentes pueden ser un importante
problema de salud debido a su prevalencia en ambientes interiores [14]. Los
PAHs de bajo peso molecular que se originan en ambientes cerrados son la
proporcién predominante de los PAHs totales identificados en el aire para
espacios residenciales de no fumadores. La toxicidad de mezclas de PAHSs
procedentes de fuentes cerradas es inferior a las que contienen grandes

cantidades de PAHs de alto peso molecular [15].
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Un estudio sueco estimé que en Estocolmo, la suma de 14 PAHs diferentes en el
aire a nivel de calle era de 100-200 ng m>, el Fenantreno resulté ser el PAH mas
abundante y el Benzo[a]Pireno se sitlo en niveles entre 1-2 ng m~ [16]. En Italia, pais
con altos niveles de contaminacién ambiental en las ciudades, la ingestién de PAHs por
via inhalatoria fue estimada en 370 ng/dia para los PAHs totales y de 130 ng/dia para

los carcinégenos [17].

Los PAHs son considerados potenciales cancerigenos desde 1950 cuando se
registré una elevada incidencia de cancer de estdbmago en poblaciones que consumian
considerables cantidades de productos ahumados. Desde entonces, en la poblacion no
fumadora la ingesta dietética fue considerada como la principal ruta de exposicion a
los PAHs [18,19], encontrandose trazas de PAHs en muchos alimentos: vegetales,

aceites vegetales, frutas, cereales, carne a la parrilla, etc.

1.2.2. Factores de emision

Los valores de los factores de emisidn (emission factor, EF) son de utilidad para
estimar la cantidad de PAHs generada en los procesos de combustidn, llama abierta y
pirélisis. Los inventarios sobre las emisiones atmosféricas se obtienen mediante una

estimacion:

Emisidn de PAHs = S(nivel de actividad) x EF x (1-Control de eficiencia/100)

La diferencia entre los valores de los factores de emision medidos y los
estimados es la mayor limitacidn en la construccion del inventario de PAHs. Se estdn
desarrollando nuevos inventarios de emisién en varios paises. La combustidon de
biocombustible en el 2004, contribuyé al 56,7% del total de los 16 PAHs prioritarios
designados por la EPA. En la Tabla Il.2 se muestran los inventarios de emisidn a escala

global y para algunos paises. Los datos estdan basados en emisiones del 2003 al 2004.
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Tabla 11.2. Inventario de emisiones (en Gigatoneladas, Gt) de PAHs global y para

algunos paises [20].

Fuentes Global USA China India Brasil Sudan UK
Biocombustible 56.7 9.1 66.4 92.5 17.7 28.1 -
Quema forestal 17 3.3 - - 66 - -
Quema de la Savanna - - - - 4.5 69.7 -
Quema de madera - 15.5
Quema de paja - - 2 3.2 1.2 - 4.3
Productos consumo 6.9 351 0.9 0.6 2.5 -

Combustibles 4.8 23 2 - 3 - 58.2
Carbdon doméstico 3.7 - 10.7 13 - -

Carbon industrial - - - - - - 1.7
Refinerias 2.4 8.7 1 - 1.7 - -
Residuos de 1.9 9.5 = - - -
incineracion

Otros 1.5 3.9 2.7 2.3 0.7 2.2 5.
Total (Gigatoneladas) 530 32 114 90 19 5 -

Este inventario muestra una reduccion de emisiones de 16 PAHSs
(Naftaleno, Acenaftileno, Acenafteno, Fluoreno, Fenantreno, Antraceno,
Fluoranteno, Pireno, Benzo[a]Antraceno, Criseno, Benzo[b]Fluoranteno,
Benzo[k]Fluoranteno, Benzo[a]Pireno, Dibenzo[a,h]Antraceno, Indeno-1,2,3-cd-
Pireno, Benzo(g,h,i]Perileno) asociada con paises desarrollados y un incremento
de emisiones de estos compuestos en paises todavia en vias en desarrollo,
debido sobre todo a la limitacién de recursos tecnoldgicos y teniendo en cuenta

el EFpans para cada pais/region.

H. Shen y col. [21] continuaron con el estudio de predicciones de
emisiones de PAHs mediante modelos de regresion para estimar los EFpaps. En el
ano 2007, la emision atmosférica total anual de los 16 PAHs fue de 504
gigagramos (Gg) (331-818 Gg como rango intercuartil mediante simulacion de

Monte Carlo), lo que es equivalente a 76 g per capita por afo.

La Figura II.3 muestra las contribuciones relativas de varias fuentes de

emisidn de los PAHs totales a nivel mundial y para varios paises en el 2007.
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1.PAHs

Entre las emisiones globales, el 6.19% pertenecen a compuestos
carcinégenos de alto peso molecular y el porcentaje de PAHs carcindgenos fue
mas elevado en los paises en desarrollo (6.22%) que en los paises desarrollados
(5.73%), debido a lo anteriormente mencionado relacionado con la disparidad de
tecnologias disponibles. El impacto de emisiones de PAHs sobre la salud es
mayor en las regiones del mundo con elevadas emisiones antropogénicas,
puesto que hay una correlaciéon entre las elevadas emisiones y la elevada
densidad poblacional. Las emisiones globales de PAHSs registrada en 1995 eran de
592 Gg y descendieron gradualmente a 499 Gg en el 2008. La simulacién prevista
de emisiones de PAHs para el periodo que va desde el 2009 al 2030 prevé una
disminucién de los niveles, tanto para paises en desarrollo como los ya

desarrollados que se situa entre el 46-71% vy el 48-64%, respectivamente.

1.3. TOXICIDAD
1.3.1. Efectos sobre la salud humana

La primera referencia historica con relacion a estos compuestos se
remonta hacia el afio 1775, cuando un cirujano inglés, Sir Percival Pott,
descubrié un predominio exageradamente elevado de un tumor maligno en los
genitales entre los trabajadores de una industria de limpieza de chimeneas [22].
En 1930 se describiod el cancer de pulmdn en los trabajadores de la industria del
acero y del coque y ya en el 1933 Cook, Hewett y Hieger demostraron que el

Benzo[a]Pireno presente en el alquitran de hulla era cancerigeno.

No todos los PAHs han demostrado tener efectos carcinogénicos,
genotodxicos y mutagénicos y muchas veces el efecto se atribuye a la presencia
conjunta de mas de un compuesto de la familia y de algunos de sus derivados,
principalmente los nitroderivados [11]. La Agencia Internacional de Investigacion
del Cancer (International Agency for Research on Cancer, IARC), dependiente de
la Organizacién Mundial de la Salud (World Health Organization, WHO) clasifica
algunos PAHs dependiendo del conocimiento de su carcinogenia [23]. En Ia

Tabla 11.3 aparece la relacion de dichos PAHs:
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Tabla I1.3. PAHs que presentan carcinogeneidad conocida, posible o probable.

PAHs Clasificacién segun su potencial
carcinogénico
Naftaleno 2B
Benzo[a]Antraceno 2B
Benzo[b]Fluoranteno 2B
Criseno 2B
Benzo[a]pireno 1

1: Cancerigeno para los humanos; 2B: Posiblemente cancerigeno para los humanos.

=  Grupo 1: Compuesto cancerigeno para los humanos

Los compuestos que se encuentran en esta categoria muestran evidencias
suficientes de su capacidad carcinogénica en humanos. Con caracter
excepcional se pueden agrupar en esta categoria compuestos cuya
carcinogénica en humanos sea menor que suficiente, pero que su capacidad
carcinogénica en animales sea evidente y existan pruebas de que esos
compuestos actian mediante mecanismos carcinogénicos en humanos

expuestos a ellos.

" Grupo?2

Dentro de este grupo estan los compuestos que con casi toda seguridad tienen
capacidades carcinogénicas en humanos, al igual que aquellos de los que no se
dispone de datos de su actividad en humanos, pero que su capacidad
carcinogénica en animales esta demostrada. Existen dos subgrupos:

-Grupo 2A: Probablemente cancerigeno para los humanos

En esta categoria se agrupan los compuestos que poseen unas evidencias
limitadas del poder carcinogénico en humanos y evidencias suficientes de
poder ser carcinogénicos en animales. En algunos casos, un compuesto puede
ser clasificado en esta categoria cuando no hay evidencias suficientes de su
poder carcinogénico en humanos, pero existen las necesarias en animales.
-Grupo 2B: Posiblemente cancerigeno para los humanos

Aqui se encuentran agrupados los compuestos con evidencias limitadas en
cuanto a su capacidad carcinogénica en humanos o con evidencias menores a

suficiente en animales.
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=  Grupo 3: No clasificable como cancerigeno para los humanos

En esta categoria se agrupan los compuestos con evidencias limitadas en
cuanto a su capacidad carcinogénica en humanos y con evidencias menores a
suficiente en animales.

=  Grupo 4: Probablemente no cancerigeno para los humanos

En esta categoria, se agrupan los compuestos que no evidencian poder

cancerigeno en humanos ni en animales.

La EPA ha clasificado los siguientes siete PAHs: Benzo[a]Antraceno,
Benzola]Pireno, Benzo[b]Fluoranteno, Benzo[k]Fluoranteno, Criseno,
Dibenzo[a,h]Antraceno y Indeno[1,2,3-cd]Pireno como probables agentes

cancerigenos para los humanos [24].

1.3.1.1. Vias de exposicion

El impacto de los PAHs sobre la salud depende principalmente del tiempo vy la
via de exposicidon, la cantidad o concentracion de estos compuestos a los que el
individuo esta expuesto, asi como la toxicidad relativa de los PAHs. En la poblacién
humana la via respiratoria es considerada como la mas importante, particularmente
para los individuos ocupacionalmente expuestos. Un esquema propuesto para la
carcinogenicidad por exposicion ambiental considera las siguientes etapas: (1)
exposicién, (2) activacion metabdlica, (3) formacion de aductos entre PAHs y ADN, (4)
mutaciones en genes criticos como, por ejemplo, el p53 (gen represor de tumores) y

(5) sucesién de mutaciones en otros genes [25,26].

Del mismo modo, el contacto dérmico y la ingestién son también de gran
importancia. Tanto es asi, que en 2008 la Autoridad Europea de Seguridad Alimentaria
(European Food Safety Authority, EFSA) declaré un conjunto de marcadores en
alimentacién, puesto que hasta la fecha era considerado sélo el Benzo[a]Pireno. Se
sugirié la necesidad de PAHs adicionales para establecer un perfil de contaminacién
mas fiable. Una combinaciéon de dos PAHs conocidos como PAH2 (Benzo[a]Pireno +
Criseno), cuatro PAHs especificos designados como PAH4 (PAH2+ Benzo[a]Antraceno +
Benzo[b]Fluoranteno), y otros ocho PAH8 (PAH4 + Benzo[k]Fluoranteno |,

Benzo[a]Pireno, Dibenzo[a,h]Antraceno e Indenol[1,2,3-cd]Pireno) fueron introducidos
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como marcadores mas precisos. Siguiendo estas pautas, la Comisién Europea (2011)
[27] establecié unas directrices para los niveles maximos de los PAH4 en matrices de

comida que se encuentran recogidos en la Tabla I1.4.

Tabla Il.4. Niveles maximos de Benzo[a]Pireno en alimentos.

Productos alimentarios Benzo[a]Pireno (ug kg™)

Carne ahumada y otros ahumados 2
Carnes y pescados ahumados
Crustdceos y cangrejos ahumados
Moluscos (frescos o congelados), productos carnicos expuestos
térmicamente
Moluscos ahumados
Aceites y grasas
Cereales basados en productos infantiles
Formula de leche para nifios
Chocolates

UG Rr, PN U NN WO

1.3.1.2. Metabolismo

Actualmente, se considera que los PAHs son previamente activados en el
organismo a través de multiples pasos de activacion metabdlica mediante enzimas
especificas, antes de ejercer su efecto como disruptores endocrinos o
cancerigeno/mutageno [28]. Debido a la elevada lipofilicidad de esta clase de
compuestos su biodisponibilidad después de la ingestidon o inhalacién es significativa
[29]. Una vez se convierten en reactivos electrofilicos, éstos pueden interaccionar
covalentemente con macromoléculas celulares como el ADN, ARN o proteinas [30]. La
actividad carcinogénica se expresa a través de la biotransformacion de los compuestos
a reactivos intermedios capaces de enlazar con macromoléculas del tipo del ADN e
inducirlo a romper sus cadenas y mutandolo, provocando el origen de tumores. En la
Figura 1l.4 se esquematiza un proceso de mutagénesis del ADN por los derivados del
Benzo[a]Pireno. Cuando una sustancia entra en el organismo, éste trata de eliminarla
solubilizandola. Como los PAHs son poco solubles en agua, el organismo se encarga de
transformarlos en derivados hidrosolubles, los cuales en presencia de agua se hidratan
dando lugar a dioles, sustancias que se excretan facilmente. Pero algunos de estos
dioles sufren una segunda epoxidacidon de forma regio y esteroselectivas para formar

diolepdxidos, que son los verdaderos agentes cancerigenos, ya que en presencia del
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acido desoxirribonucleico, el grupo —NH2 de la base nitrogenada de éste produce un
ataque nucleofilico sobre el epdxido. La unién del hidrocarburo a la base nitrogenada
impide que este encaje adecuadamente en la doble hélice del ADN, impidiendo el
establecimiento de puentes de hidrégeno con la base nitrogenada conjugada de la

hebra opuesta, con el consiguiente origen de la mutacion.

Proceso de solubilizacién del Benzo[a]Pireno en el organismo

T (0
—_— —_—

> HO"

O/’ (0]

Benzo[a]Pireno 7,8-6xido de Benzo[a]Pireno Benzo[a]Pireno-7,8-dihidro-7,8-diol

Segunda epoxidacién del Benzo[a]Pireno

99 oo LI
90¢ o0
HO™ HO™
OH OH

Benzo[a]Pireno-7,8-dihidro-7,8-diol 9,10-6xido de Benzo[a]Pireno-7,8-dihidro-7,8-diol

Ataque nucleofilico sobre el epdxido

N

ADN </ fJ\NH
_—

=

By 9@
azUcar HO

/4,

9,10-6xido de Benzo[a]Pireno-7,8-dihidro-7,8-diol ‘O‘
HO"

OH

Figura 11.4. Proceso de mutagénesis del ADN por el Benzo[a]Pireno.

1.3.2. Productos de fotorreaccién
Una de las principales vias de transformacion de PAHs es la atmosférica,
mediante la reaccion de radicales hidroxilo (OH), ozono y radicales nitrato (NO3)

[31,32] para dar lugar a la formacidon de un amplio rango de productos, incluyendo los
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nitro-PAHs y quinonas y otras especies polares de aln mas pronunciada

mutagenicidad/toxicidad que sus precursores originales [33].

1.3.2.1. Formacion de nitro-PAHs

Las reacciones en fase gas de los PAHs para dar lugar a la formacién de nitro-
PAHs (NPAHSs) es iniciada por el ataque de radicales OH y/o NOs en la posicion de
mayor densidad electrdnica en el anillo aromatico, seguida por la adicion de NO, con la
posterior pérdida de H,0 o HNOs, respectivamente [34]. En contraposicién con esto, la
nitracion heterogénea puede seguir un mecanismo diferente. Se observd, en estudios
previos, que las reacciones heterogéneas de Pireno y Fluoranteno con los radicales
NOs3 y N,0s dan lugar a la formacién de diferentes isémeros del nitropireno y
nitrofluoranteno a las que se corresponderian con las reacciones en fase gas [35]. La
formacidon de NPAHs a partir de reacciones heterogéneas de PAHs que contienen en
sus estructura de 2 a 5 anillos ha sido estudiada con los radicales NO, y N,Os
[35,36,37], mientras que solamente un numero limitado de trabajos investigaron la
formacion de NPAHs a partir de PAHs cuyas estructuras exhibieran mas de 5 anillos
aromaticos [38]. Los nitrobenzopirenos y el nitroperileno (Peso Molecular, 297) son los
NPAHs con mayor peso molecular detectados en la atmdsfera [39,40]. En la Figura II.5

se propone el mecanismo de formacién de NPAHSs en fase gas.

H OH H OH
4o _ NO,

Aducto Hidroxilado Intermedio nitroaromatico NPAH

Figura II.5. Mecanismo general de nitracion de PAHs via reacciéon en fase-gas con

radicales OH.

La orientacion del grupo nitro es tipicamente descrita como paralela, indicativa
de una torsién de angulo que es coplanar con la parte aromatica, o perpendicular, una
disposicion fuera de plano del grupo nitro [41]. Chapman y col. [42] han correlacionado
la degradacion fotoquimica de los nitroarenos con la disposicién fuera de plano del
grupo nitro respecto a la parte aromatica. Un resumen de los pasos propuestos se

recoge en la Figura Il.6.
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Figura 11.6. Representacion del reordenamiento perpendicular para la conversion nitro-

a-nitro.

En cuanto a los aspectos moleculares, estos derivados son capaces de reaccionar
con el ADN u otras macromoléculas mediante una activacién metabdlica previa. Asi
pues, un intermediario electrofilico puede reaccionar con grupos nucleofilicos del ADN
o con grupos nucleofilicos de otras macromoléculas, como la albumina, la

hemoglobina, etc. En la Figura 1.7 se adjunta un ejemplo de lo mencionado.

Aducto con ADN

Aducto con Hemoglobina

Figura II.7. Activacion metabdlica del 1-nitropireno y la formacion de aductos de ADN y

hemoglobina [43].
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1.3.2.2. Formacion de quinonas

Recientemente, se ha prestado gran atencién a la formacién de los derivados
oxigenados de los PAHSs, en particular, las quinonas, las cuales contienen dos grupos
carbonilo en una estructura de dienos totalmente conjugada. La fotooxidacion del PAH

padre produce productos hidroxilados, quinonas y aperturas de anillos.

Dependiendo del tipo de PAH, habrd diferentes posiciones geométricas que
resultaran mas regioselectivas que otras y cuando la luz incida en ellas en presencia de
oxigeno molecular, formaran los correspondientes endoperdxidos como intermedios
de reaccién, que seguidos de un reordenamiento y posteriores oxidaciones, dan lugar
a las correspondientes quinonas como producto final. En la Figura 1.8 aparece el
mecanismo propuesto para la formacion de Ila 9,10-Antraquinona vy el

Benzo[a]Antraceno-1,2-quinona en disolucién acuosa [9].

O
10
hv
—— 1) ——
9 o)
Antraceno 9,10-Endoperoxiantraceno .
9,10-Antraquinona
2 [ g
O J — 8IS ——
7
Benzo[alantraceno 7,12-Endoperoxi-Benzo[a]antraceno Benzo[a]antraceno-7,2-quinona

Figura 11.8. Mecanismo de fotooxidacidn del antraceno y el Benzo[a]antraceno.

1.3.2.3. Formacion de PAHs halogenados

Los PAHs halogenados han sido detectados en el medioambiente desde los afios
80, y al igual que sus precursores, se encontrd que exhibian propiedades genotdxicas,
incluyendo problemas relacionados con la mutacién y el cancer. Una amplia variedad
de cloro-PAHs, bromo-PAHs y bromo-cloro-PAHs fueron identificados en diferentes
fuentes medioambientales como son el aire urbano, suelos y aguas de consumo [44-
49]. Estos PAHs halogenados encontrados en el medio ambiente, contienen en su

mayoria de 2 a 6 anillos aromdticos. Algunas de las propiedades fisico-quimicas de
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estos nuevos compuestos cambian con respecto a sus precursores. Por ejemplo, los
valores de la constante de particion octanol-agua (Kow) para los halo-PAHs son
ligeramente mayores que los que muestran los PAHs. Generalmente, un incremento
en el valor del log K., refleja una mayor afinidad por un compuesto que se acumula en
los lipidos. Esto significa que los halo-PAHs pueden ser mas lipofilicos y mas facilmente

bioacumulables en el organismo que los PAHs originales [50].

Oehme vy col. [51] identificaron una serie de PAHs clorados procedentes de la
incineracion de residuos. La reaccién de los residuos y los PAHs bajo incineracién a
altas temperaturas facilita la formacién de PAHs clorados y bromados. Nilsson y
Ostman [52] analizaron muestras de aire urbano y detectaron PAHs clorados, como el
9-10-diclorofenantreno o el 9,10-dicloroantraceno entre otros. Desarrollaron una
hipotesis que concluia que la formaciéon de los cloro-PAHs resultaba de la reaccion de

los PAHSs con el cloro disuelto en fase gas.

Sugiyama y col. [44,53] determinaron que la radiacién solar en el proceso de
cloracion del pireno en suelos dio lugar a la formacién de 1-cloropireno y
dicloropireno, la extensién de formacion estd sujeta al tiempo de irradiacion, tipo y

procedencia del suelo en cuestion y el contenido de agua del mismo.

1.4. DISTRIBUCION DE LOS PAHs EN EL MEDIO AMBIENTE

Los PAHs pueden encontrarse en casi todas partes distribuidos en el medio
ambiente, bien sea en suelos, sedimentos, agua o aire, plantas o animales, como
resultado de procesos naturales y antropogénicos. La contribucion de las fuentes
naturales, como son los incendios forestales, las erupciones volcdnicas o las
filtraciones naturales de petréleo, es minima comparada con la actividad
antropogénica. Los procesos de combustidn, especialmente, la combustién incompleta
de materiales organicos durante actividades industriales (por ejemplo la combustién
de combustibles fosiles, la combustidon de residuos industriales o la de madera) son la

principal fuente de emision [14].
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Los PAHSs son liberados en la atmdsfera principalmente por emisiones gaseosas y
una vez en ella, estos son susceptibles a ser transportados a cortas o largas distancias y
eliminados mediante deposicion himeda o seca en medios acuaticos, suelos y
vegetacion. Por otro lado, estos contaminantes pueden alcanzar los sistemas acuaticos
a través de filtraciones naturales de petréleo, mediante la deposicién atmosférica y/o
a través de descargas accidentales o intencionadas de la extraccidon de petréleo, de su
transporte o de la refineria. La presencia de PAHs en el medio acuatico puede dar lugar
a la bioacumulacidn en organismos acuaticos a través de la cadena alimentaria.
Adicionalmente, una pequefia parte de estas sustancias pueden permanecer
solubilizadas. En los suelos, los PAHs pueden ser volatilizados, solubilizados o
adsorbidos en materia orgdnica o materia particulada, siendo parte de la fase gaseosa,
liquida o sdlida, respectivamente. Independientemente del medio en el que se
encuentren los PAHs, estos pueden ser transferidos a los seres vivos, bioacumuldndose
en plantas y animales a través de la cadena alimentaria [54]. Un esquema de lo

mencionado se recoge en la Figura I1.9.
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Figura 11.9. Fuentes de emisién de PAHs y los principales medios de contaminacién.

1.4.1. Presencia de PAHs en aire

La calidad del aire es un aspecto importante que debe ser monitorizado y
controlado puesto que la atmédsfera es esencial para sostener la vida en la Tierra. La
materia particulada es un contaminante importante presente en la atmdsfera que
puede penetrar en el sistema respiratorio en funcién de su didmetro aerodinamico
causando riesgos en la salud [55]. Dependiendo de su volatilidad, los PAHS en la
atmodsfera pueden estar presentes en fase gas o adsorbidos en las particulas
atmosféricas [56,57]. Aquellos PAHs con 2 6 3 anillos aromdticos estdn presentes
principalmente en fase gaseosa, mientras que los que tienen en su estructura 4 o mas

anillos aromaticos estan enlazados a la fase particulada [58].
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Para reducir las concentraciones de PAHs atmosféricas, se ha invertido tiempo y
esfuerzo. La disminucidon de las emisiones de estos compuestos se ha logrado
mediante la implementacién de leyes y regulaciones, mejorando para ello las
tecnologias de combustion o empleando fuentes de energia menos sucias que el fuel,

como por ejemplo el gas natural [59].

La evaluaciéon de la calidad del aire a nivel mundial es esencial para un mejor
conocimiento de la quimica atmosférica de los PAHSs. Se han realizado estudios sobre Ia
tendencia de los PAHs en el ambiente en varias ciudades y diferentes sitios, aunque
actualmente no existe un pardmetro estricto de calidad estandar para estos
compuestos. La Directiva de la Unidn Europea (European Union, EU) 2004/107/CE
propone un valor objetivo de 1 ng m? para el Benzo[a]Pireno para el contenido
promedio de la fracciéon de PMyq (Particulate Matter, 10 um de didmetro ) en un afio
[60]. En el Reino Unido se recomienda un valor guia (promedio anual) de 0.25 ng m?

de Benzo[a]Pireno [14].

De acuerdo con el inventario de la EU sobre emisiones, entre los afios 1990 y
2012, las emisiones de PAHs emitidas en los 28 paises de la union (28-EU) el 51% se
corresponde con el Benzo[a]Pireno, el 41% para el Benzo[b]Fluoranteno, 53% para el

Benzo[k]Fluoranteno y el 39% para el Indeno([1,2,3-cd]Pireno [61].

1.4.2. Presencia de PAHs en suelos y lodos

Como ya se ha mencionado anteriormente, los PAHs menos volatiles tienden a
acumularse en suelos y sedimentos. Los valores de temperatura y/o las precipitaciones
asi como las caracteristicas del suelo (acidez, fracciones de materia orgdnica, pH...)
afectan de manera importante en la movilidad de estos compuestos en el medio
ambiente [62]. En general los tiempos de vida media de estos contaminantes en suelos
se estiman entre 2.2 y 8 afios para los PAHs mas ligeros y los mas pesados,
respectivamente [63].

Los lodos se originan como un subproducto de los procesos de tratamiento de
aguas residuales. Debido a los procesos fisicoquimicos a los que son sometidos, éstos
tienden a acumular metales pesados y trazas de compuestos organicos presentes en

las aguas residuales. Sin embargo, son ricos en materia orgdnica y nutrientes. Por estas
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dos razones este tipo de residuo es empleado como fertilizante [64]. Entre los
contaminantes organicos persistentes, los PAHs son encontrados frecuentemente a
niveles de concentracion relativamente altos: 1.4mg kg™ [65,66]. En Europa el empleo
de lodo en agricultura estd regulado bajo la denominada Directiva de lodos de
depuradora (Sewage Sludge Directive), Directiva 86/278/EEC [67], la cual estd ideada
para limitar y regular su uso con el fin de prevenir efectos dafiinos en el suelo, la
vegetacién y los humanos. En la Tabla 1.5 se recogen las concentraciones detectadas

de algunos PAHs en lodos en la EU.
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Tabla II.5. Concentracidn de PAHs en muestras de lodo de depuradora para varios

paises de la Unién Europea (UE).

Pais®
Espafia UK Rumania Republica Francia EU® Italia
Checa

Min. Max. Min. Max. Val. Min. Max. Min. Max. Min. Max.V Min. Max.

Val. Val. Val. Val. Prom. Val. Val. Val. Val. Val. al. Val. Val.
ACN <0.15 300 1700 6600 0.004 - - <DL° 2710 € - 1 184
(g ke™)
LU <0.06 750 3600 8100 0.022 -© £ <DL 1860 - - 1 228
(g ke™)
FEN 20 3000 3200 16000 0.07 17 3910 860 5700 299 5552 1 673
(g kg™)
FLUO 33 570 1400 7400 - 18 3630 1270 9020 345 3217 2 844
(g ke™)
PR 58 731 2100 5600 0.024 14 2550 1640 14460 47.2 2637 1 1118
(ne kg™)
B(kbJF <0.15 242 1800 11700 0.006° 10° 2736° 1030° 3708° 9.9° 2967° 2 1511
(ng kg™)
B(a)P ) 17 100 690 4000 0003 7 1440 490 1650 17.9 1476 1 1341
(g ke™)
B(ghi)P1 <0.21 60 470 2300 0.032 3 940 800 8300 29.7 1335 1 1030
(g ke™)
I(123ch <0.07 88 390 2700 0.022 1 762 420 2080 242 1401 1 1310
(e kg™)
ZPAHs1 308 5118 18000 50000 -° - = L - - - 11 3917
(g kg™)
N muestras 38 14 12 45 45 32 452
Referencia [68] [69] [70] [71] [72] [73] [64]

® Datos recogidos ara 9 PAHs seleccionados en el Working Document de la EU para lodos: acenafteno (ACN), fluoreno (FLU),

fenantreno (FEN), fluoranteno (FLUO), pireno (PIR), benzo(k+j+b)fluoranteno (B(kjb)F), benzo(a)pireno (B(a)P), benzo(ghi)perileno

(B(ghi)P), indeno(123-cd)pireno (I(123cd)P)
® Est referido a benzo(b+k)fluoranthene
¢ Datos no disponibles

d Rango de los limites de deteccion, de acuerdo con las muestras, desde 0.02 a 2 mg kg™

€ Estudio de la Comisién Europea
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1.4.3. Presencia de PAHs en aguas

Los PAHs son contaminantes ubicuos que se pueden introducir de manera
sencilla en ambientes acudticos, siendo su presencia un serio problema
medioambiental puesto que tanto los rios como los lagos y/o embalses son
normalmente utilizados como fuentes de suministro de agua potable, y como
consecuencia su contaminacion es particularmente indeseable. Las fuentes de emisién
mas usuales son la deposicion atmosférica, el escurrimiento superficial, las fugas de
aceite, los efluentes industriales, etc [74]. Debido a los elevados coeficientes de
particion y a su elevada lipofilia las concentraciones de los PAHs disueltos en agua son
bajas. En la Tabla 1.6 se recogen las concentraciones de PAHs encontradas en aguas de

algunos rios europeos.

Tabla 11.6. Concentraciéon (ng mL™) de PAHs en aguas superficiales de algunos rios

europeos.
PAH Rio Danubio Rio Elba Rio Tamesis
(Alemania) (Alemania) (UK)
Fluoranteno 60-110 7.6-40 140-360
Pireno - 7.3-33 -
Benzo[a]Antraceno <10-10 2-12 -
Criseno - 3.5-26 -
Benzo[b]Fluoreno 10-20 3-30 40-120
Benzo[k]Fluoreno <10 2-13 -
Benzo[a]Pireno <10 1.9-16 130-350
Dibenzo[a,h]Antraceno - 0.53-1.6 -
Benzolg,h,i]Perileno <10 2.8-18 60-160
Indenol[1,2,3-c,d]Pireno <10 2.3-15 50-210

La Directiva 80/778/CCE de la Comunidad Europea establece un nivel maximo
de PAHs en agua potable de 0.2 pg L' para Fluoranteno, Benzo[a]pireno,
Benzo[b]Fluoranteno, Benzo[g,h,i]Perileno e Indeno[1,2,3-c,d]Pireno  como
compuestos de referencia. Los niveles maximos para la suma de PAHs en aguas
superficiales puede llegar a 1 pg L™ dependiendo del procedimiento de tratamiento

[75].
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1.5. ELIMINACION DE HIDROCARBUROS AROMATICOS POLICICLICOS

La eliminaciéon de estos compuestos orgdnicos de los distintos entornos del
medioambiente incluye la biodegradacion y la degradacion fotoquimica o procesos de
oxidacion. Cada uno de los diversos procesos empleados en la eliminacion afecta de
forma diferente en cada PAH individual. Esto es debido, principalmente, al hecho de
que cada PAH tiene una estructura Unica y una serie de propiedades fisicas, quimicas y

bioldgicas caracteristicas.

1.5.1. Biodegradacion

Los primeros ensayos de biodegradacion de PAHs fueron realizados en
condiciones aerobias, sin embargo, estudios mas recientes han demostrado que es
posible llevar a cabo la degradacion en medios anaerobios bajo condiciones
desnitrificantes [76,77]. Para que las bacterias degraden cualquier PAH, éste debe
estar biodisponible. Esta biodisponibilidad es efectiva cuando el PAH esta disuelto o en
fase vapor. Los PAHs absorbidos en las particulas del suelo no se degradan de manera
sencilla porque los PAHs son separados de las enzimas y éstas a su vez son usadas por
las bacterias para descomponerlas. De todos modos, la biodisponibilidad de un PAH
concreto es dificil de predecir ya que, por ejemplo, el tiempo que puede llevar

acumulado en el suelo es un factor importante.

Un aspecto destacable en la biodisponibilidad es la solubilidad de los
compuestos. La solubilidad en agua de los PAHs depende fuertemente del peso
molecular. Por ejemplo, la disposicion de un carbono angular en un anillo es la
configuracion mas estable termodinamicamente, pero en zonas abiertas que se hallan
situadas entre los anillos bencénicos son susceptibles de ser atacadas por enzimas. La
degradacion también se puede ver afectada por inhibicion competitiva. Esto ocurre
cuando los sitios activos de las enzimas, usadas por las bacterias para descomponer los
PAHs como fuente de carbono, no son especificos. Estas enzimas no especificas
pueden atacar a otros compuestos presentes y los PAHs resistirdn a la degradacién

[78].
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1.5.2. Procesos convencionales

El proceso de oxidacidén quimica es ampliamente utilizado para eliminar estos
compuestos en agua. Diversos estudios se han realizado empleando oxidantes como el
ozono, el cloro o el permanganato potasico [79-82]. La extension o el grado de
eliminacion va a depender de varios factores: el peso molecular y la estructura del
compuesto, su estado fisico, la temperatura y la fuerza del agente oxidante empleado

[28].

Sin embargo, pueden aparecer problemas durante el proceso de
descontaminacién. Un ejemplo de ello es que el cloro ha mostrado una alta capacidad
de reaccidon con la materia organica presente en el agua para producir la nueva
formacién de hidrocarburos halogenados altamente cancerigenos y mutdgenos como
son los trihalometanos y los acidos haloacéticos, conocidos como subproductos de

desinfeccién [83].

Entre los procesos de degradacion quimica, los mds empleados son la

ozonizacidn y la fotdlisis directa.

1.5.2.1. Ozonizacion

En este proceso, la degradacién de PAHs puede ocurrir a través de dos
mecanismos: a) oxidacién directa del compuesto mediante O3 y b) oxidacidn indirecta
por radicales —OH de la transformacién del Oz a pH basico. La eliminacién de los PAHs
va a estar fuertemente condicionada por el pH del medio (disolucién), puesto que la
descomposicion del O3 esta facilitada a altos valores de pH donde se produce el ataque
mediante —OH. Por el contrario, en condiciones acidas, el O3 es mas estable y se puede

producir la oxidacién de forma directa [84].

Las reacciones de oxidacidn directa entre el ozono y los PAHs dan lugar a la
rotura de anillos mediante mecanismos electrofilicos, obteniendo como resultado la
formacidn de bencenos hidroxilados y carboxilados, quinonas y derivados oxigenados
de compuestos alifaticos. Ademas, es de especial mencidn que los compuestos
intermedios de la reaccién pueden experimentar oxidacidn directa con el ozono o con

los radicales —OH, desencadenando una reaccién competitiva con el contaminante
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objetivo por las moléculas de ozono y/o los radicales —OH. Adicionalmente, la
presencia de aniones en el medio, como Cl" vy CO5%, presentes de forma natural en el
agua, puede afectar negativamente a la degradacion de PAHs [85]. Alebic-Juretic y col.
describieron el Fluoranteno como el compuesto mas estable al proceso de oxidacién
mediante ozono. Esta puede ser una razon de porqué el Fluoranteno estd a menudo

presente en altas concentraciones en el suelo [86].

1.5.2.2. Fotdlisis directa

La fotdlisis se define como la destruccion de un compuesto debido a reacciones
iniciadas mediante la absorcion de luz [87]. El mecanismo general de esta técnica
consiste en la absorcion de luz por el PAH provocando la excitacién de los electrones
en la molécula. Esta excitaciéon crea una disposicion estructural inestable y pueden
suceder dos situaciones: a) retorno al estado fundamental de la molécula o b) ser
transformada en un radical catiénico (PAH") y un electrén solvatado [54]. La
degradacion resulta mas efectiva cuando los PAHs se encuentran en fase vapor o
acuosa y apenas ocurre cuando los PAHs estan adsorbidos a particulas en la atmdsfera
o en el suelo. Cuando los PAHs se encuentran en disolucidn, el O, presente en el agua
puede reaccionar con el electrén solvatado formando 0,” o '0,. Estas especies
oxigenadas pueden reaccionar con la molécula organica para formar especies
intermedias, las cuales pueden experimentar sucesivas oxidaciones y provocar la

mineralizacidon del compuesto original.

Las reacciones de fotodegradacion dependen en gran manera de la estructura
del PAH. En general, PAHs lineales y algunos que forman “clusters” se degradan
rapidamente bajo la luz directa. PAHs con estructura angular (como por ejemplo el
Fenantreno o el Dibenzo[a,h]Antraceno son mucho mas lentos en el proceso. Esto es
debido a que son moléculas estructuralmente mas estables. Asi mismo, la fotdlisis
tiende a ser mas efectiva para los compuestos con bajo peso molecular, como el
Naftaleno, porque éstos estan mas biodisponibles [77]. En la Figura 11.10 se muestra la

ruta de degradacion para el Antraceno.
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Figura 11.10. Subproductos de transformacion de la fotolisis del antraceno.

1.5.3. Procesos de oxidaciéon avanzada

Los procesos de oxidacién avanzada (advanced oxidation processes, AOPs) se
refieren a varios métodos de oxidaciéon quimica cuya caracteristica en comun es la
produccién de —OH. El radical -OH es altamente reactivo y es capaz de atacar y destruir
las moléculas orgdnicas mas persistentes y toéxicas [88]. Estas técnicas emplean
combinaciones de oxidantes, fuentes energéticas y catalizadores diferentes para
producir —OH en agua. Estas pueden clasificarse como procesos fotoquimicos y
procesos no fotoquimicos. Los primeros incluyen técnicas que emplean la radiaciéon
ultravioleta o visible (UV/vis), desde la fotdlisis en medio acuoso en ultravioleta de
vacio hasta la fotocatalisis homogénea o heterogénea con semiconductores o con
oxidantes quimicos, incluyendo UV/Os, UV/H,0, y foto-Fenton (UV/HZOZ/Fe2+). En
contraposicidén, los procesos no fotoquimicos incluyen oxidacidon del agua sub y
supercritica, ozonizacion en medio alcalino, O3/H,0,, y Fenton (H,0,/ Fe2+) [54].
Adicionalmente, los AOPs se pueden combinar con otros procesos, dando lugar a
nuevos sistemas de degradacidn como por ejemplo electro-Fenton, foto-electro-

Fenton, ultrasonidos/UV/TiO, o UV/03/H,0,, entre otros [89].

La eficiencia de estas técnicas de oxidacion depende de varios pardmetros como

la dosis de oxidante, la intensidad de la luz UV/vis, el tiempo de reaccion, el pH, la
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cantidad de radical libre formada, asi como la concentracién inicial de contaminante
objetivo y los constituyentes de la matriz del agua. Es importante sefialar, que al igual
que se menciond en los casos anteriores, todos estos procesos son susceptibles de
sufrir la oxidacién de otras sustancias que se encuentran disueltas en la matriz acuosa.
Zhang y col. [90] han confirmado que el efecto sinergista de la radiacion UV y la
catdlisis con TiO, o ZnO fue eficiente en el estudio de degradacién de PAHs en suelos
contaminados. Los éxidos de hierro y los dcidos oxdlicos pueden establecer la reaccién
de foto-Fenton sin necesidad de emplear H,0, en fase sdlida para aumentar la

fotodegradacion del Pireno bajo la radiacion de UV [91].

1.6. LEGISLACION

1.6.1. Normativa de los PAHs en el medio ambiente
A continuacidn se va a hacer un repaso sobre las directivas europeas y normas
nacionales que regulan de manera directa o indirecta el control de niveles y emisiones

de los hidrocarburos aromaticos policiclicos en diversos medios.

Aguas

La decision numero 2455/2001/CE del Parlamento Europeo y del consejo
aprueba la lista de sustancias prioritarias en el ambito de la politica de aguas y
modifica la Directiva 2000/60/CE, en la que se incluyen medidas especificas para la
reduccion de vertidos de sustancias peligrosas y su supresién gradual. Las sustancias
peligrosas se definen en la Directiva del Marco de Agua (Water Framework Directive,
WFD) como sustancias o grupo de sustancias que son toxicas, persistentes y que
pueden causar bioacumulacidn, y otras sustancias o grupos de sustancias que entrafen
un riesgo analogo. La lista de sustancias prioritarias (Anexo X de la Directiva del
2000/60) fue aprobada en la decisiéon del Parlamento Europeo y del consejo,
incluyendo determinados hidrocarburos aromaticos policiclicos como sustancias
prioritarias, en concreto, Benzo[a]Pireno, Benzo[b]Fluoranteno, Benzo[g,h,i]Perileno,

Benzo[k]Fluoranteno, Indeno[1,2,3-cd]Pireno, Naftaleno” y Antraceno’[92].

*

Esta sustancia prioritaria estd sujeta a estudio para su identificacion como posible “sustancia peligrosa prioritaria”. La Comisién presentara al Parlamento Europeo y al
Consejo una propuesta para su clasificacion final en un plazo no superior a 12 meses tras la aprobacion de esta lista. Esta revision no afectara al calendario establecido en el
articulo 16 de la Directiva 2000/60/CE para las propuestas de controles de la Comision
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El Real Decreto 60/2011, de 21 de enero, sobre las normas de calidad ambiental
en el ambito de la politica de aguas ha sido derogado recientemente por la aprobacion
del Real Decreto 817/2015 del 11 de septiembre por el que se establecen los criterios
de seguimiento y evaluacidon del estado de las aguas superficiales y las normas de
calidad ambiental. A continuacidén, se adjunta la Tabla 1.7 con los limites para los PAHs
considerados como prioritarios (Fluoranteno y Naftaleno) y aquellos considerados
como peligrosos y prioritarios (Antraceno, Benzo[a]Pireno, Benzo[b]Fluoranteno,

Benzo[g,h,i]Perileno, Benzo[k]Fluoranteno e Indeno[1,2,3-cd]Pireno).

Tabla II.7. Estandares control de calidad para PAHs en aguas superficiales [93].

Compuesto NCA-MA NCA-MA Otras NCA-CMA Aguas  NCA-CMA Otras NCA
Aguas aguas superficiales aguas Biota
superficiales superficiales continentales superficiales
continentales
0.1 0.4 0.4
Antraceno 0.1 (0.1] (0.1]
* 0.1 0.1 1 1
Fluoranteno [0.0063] [0.0063] [0.12] [0.12] (301
* 2.4 1.2 No aplicable No aplicable
Naftaleno 2] 2] [130] [130]
. * 0.05 0.05 0.1 0.1
Benzo[a]Pireno [1.7x10] [1.7x10°%] [0.27] [0.27] (5]
Benzo[b]FIuoranteno* No aplicable No aplicable
* =0.03 =0.03
Benzo[k]Fluoranteno 2 2 [0.017] [0.017]
Benzo[ghi]Perileno >=0.02 No aplicable No aplicable
5=0.02 [8.2x107] [8.2x107]

Indeno[123-cd]Pireno

N.C.A. : Normas de Calidad Medioambiental

M.A.: Media Anual

C.M.A.: Concentracién Maxima Admisible

Unidades: pg/L para las NCA-MA y NCA-CMA en agua y ug/kg de peso himedo para NCA en biota

" Las NCA entre corchetes tendran efecto a partir del 22 de diciembre de 2018, con objeto de lograr el buen estado
guimico de las aguas superficiales en relacion con dichas sustancias a mas tardar el 22 de diciembre de 2027
mediante programas de medidas incluidas en los planes hidrolégicos de cuenca

Suelos

Los criterios establecidos para el control de calidad de los suelos llevado a cabo
en Catalufia y Holanda contemplan entre otros contaminantes los niveles maximos de
PAHSs para que los suelos sean clasificados como aptos o no aptos para su uso (segun
sean residenciales o industriales), asi como para determinar la calidad de las aguas
subterraneas. Los niveles maximos para que un suelo destinado a uso no industrial se
considere como contaminado por PAHs varia segun el compuesto, los valores pueden

ir desde 0.08 pg g’ de materia seca para el Benzo[a]Pireno, hasta los 100 pg g™ de
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materia seca para el Antraceno. En el Real Decreto 9/2005 del 14 de enero se
establecieron los niveles genéricos de referencia para la proteccién de la salud humana

y de los ecosistemas en funcién del uso que se le da al suelo [94].

Lodos

Durante mds de una década, la Comisidn Europea ha estado trabajando en el
trazado de un plan en el que se establecerian unos limites para contaminantes
organicos en lodos de depuradora, sin embargo actualmente no se encuentra
implementada ninguna legislacién. Esto es debido principalmente a la falta de datos y
estudios sobre la contaminacion de estos compuestos organicos en lodos [95]. Puesto
gue en agricultura es habitual su empleo como fertilizante de tierras ha surgido la
necesidad de crear un borrador para una nueva directiva de la Comunidad Europea,
restringiendo su uso. En dicho borrador [96], se establece un limte madximo de PAHs en
lodos cuyo fin sea destinado a empleo en tierras de cultivo de 6 ug g’l, considerando la
suma de varios PAHs: Acenafteno, Fenantreno, Fluoreno, Fluoranteno, Pireno,
Benzo(b)Fluoranteno, Benzo(k)Fluoranteno, Benzo(j)Fluoranteno, Benzo(a)Pireno,

Benzo(g,h,i)Perileno, e Indeno(1,2,3-cd)Pireno.

Aire ambiente

La normativa actual sobre calidad y evaluacion del aire tiene su origen en la Ley
38/1972, de 22 de diciembre, de Proteccién del Ambiente Atmosférico y en la
Directiva 96/62/CE (Directiva Marco de Calidad del Aire) [97], que establece los
principios basicos de una estrategia para definir y fijar objetivos de la calidad del aire
ambiente mediante la regulacidon de una serie de contaminantes entre los que se

encuentran los PAHs debido a su potencial carcinogénico [98].

La Directiva 2004/107/CE del Parlamento Europeo y del Consejo del 15 de
Diciembre del 2004 es la Unica derivada de la Directiva Marco original que sigue en
vigor. En ella se hace mencién al arsénico, el cadmio, el mercurio, el niquel, y los
hidrocarburos aromaticos policiclicos en el aire ambiente, estableciendo una

concentracion maxima de Benzo[a]Pireno de 1 ng m?, sefialando a este compuesto
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como indicador del riesgo carcinogénico del conjunto de los hidrocarburos aromaticos

policiclicos [99].

Con fecha de 12 diciembre de 2011 se aprobd la Decisién 2011/850/UE, relativa
al intercambio reciproco de informacién y la notificacion sobre la calidad del aire
ambiente a la Comisién Europea, establece que los estados miembros facilitaran la
informacidn sobre el sistema de evaluacién que debe aplicarse en el afio civil siguiente

respecto a cada contaminante en zonas y aglomeraciones [100].

En la Directiva 2015/1480/CE, de la Comisidn, de 28 de agosto de 2015 se
modifican varios anexos de las Directivas 2004/107/CE y 2008/50/CE del Parlamento
Europeo y del Consejo en los que se establecen las normas relativas a los métodos de
referencia, la validacion de datos y la ubicacién de los puntos de muestreo para la
evaluacion de la calidad del aire ambiente. El método oportuno para la medicion de

Benzo[a]Pireno es el que se describe en la norma EN 15549:2008 [101].

Exposicion laboral

En Espafia, el Real Decreto 665/1997 del 12 de Mayo sobre la proteccion de
trabajadores contra los riesgos relacionados con la exposicion a agentes cancerigenos
durante el trabajo, establece una serie de normas y medidas de seguridad e higiene
para prevenir la exposicién laboral de los trabajadores a una serie de sustancias entre
las cuales figuran los hidrocarburos aromaticos policiclicos presentes en el hollin,
alquitran o la brea de hulla [102].

En general los niveles de referencia en el ambiente laboral se determinan
mediante diversos indicadores. Algunos de ellos son por ejemplo el limite de
exposicién permisible (permisible exposure limits, PEL), los limites de exposicidén
recomendados (recommended exposure limits, REL), o los valores limite umbral
(threshold limit values, TLV). Esta claro que las concentraciones medidas en el aire del
ambiente de trabajo pueden variar, pero se dan referidas a una jornada de trabajo, en
general tomada como 8 horas, lo que se conoce como promedio temporal ponderado

(time-weighted average, TWA).
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Para los PAHs, el estandar quimico que se ha tomado como referencia es la

concentracion de compuestos volatiles solubles en benceno que se desprenden por el
calentamiento del alquitran de hulla o la brea, conocida por sus siglas en inglés CTPVs
(coal tar pitch volatiles, benzene-soluble fraction).
El Instituto Nacional para la Seguridad y Salud Ocupacional (The National Institute for
Occupational Safety and Health, NIOSH) de los EEUU ha establecido un limite de
exposicidon ocupacional recomendado como concentracién promedio ponderado de
tiempo (REL-TWA) para los productos de alquitran de hulla (medidos como CTPVs) de
0.1 mg m™ en una jornada laboral de 10 horas, durante una semana de trabajo de 40
horas.

También en los E.E.U.U., la Administracién de Seguridad y Salud Ocupacionales
(Administration of Occupational Safety and Health, AOSH) ha establecido un limite de
cumplimiento legal de 0.2 mg m™ promediado durante una exposicién de 8 horas.

En ocasiones se dan los valores regulados para el Benzo[a]Pireno como representante
de los demas PAHs, por ser el de mayor potencial cancerigeno.

La Fundacién Alemana de Investigacion (Deutsche Forschungsgemeinschaft,
DFG) establece unos limites de concentracion o maxima (promedio ponderado por 8
horas) para el Benzo[a]Pireno de 5 pg m~ durante la produccién y carga de los hornos
de coquificacion, y 2 ug m™ en el resto de localizaciones.

En Espafia el Instituto Nacional de Seguridad e Higiene en el Trabajo (INSHT) ha

establecido el limite de exposicion de 2 ug m? para el Benzo[a]Pireno [103].
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2. INHIBIDORES SELECTIVOS DE LA CICLOOXIGENASA-2 (COXIBs)
2.1. Definicion, propiedades y estructura

Los anti-inflamatorios no esteroideos (non-steroidal anti-inflammatory drugs,
NSAIDs) y los analgésicos se encuentran entre los fdrmacos mas consumidos a nivel
mundial, ya sea mediante prescripcion médica o de libre consumo. Todos ellos exhiben
propiedades antiinflamatorias, analgésicas y antipiréticas, representando un
tratamiento alternativo de procesos inflamatorios como la artritis o reumatismo asi
como aliviando dolores cotidianos. Desde el punto de vista histdrico, el primer NSAID
con beneficios terapéuticos fue la aspirina (acido acetilsalicilico) siendo el prototipo de
inhibidor de la enzima ciclooxigenasa (COX). Esta fue sintetizada de manera casual a
partir del acido salicilico, con conocida actividad analgésica. Dicha modificacién en la
estructura quimica doté a la aspirina con la capacidad de acetilar e inactivar
permanentemente la actividad de la COX [104]. La enzima ciclooxigenasa cataliza la
sintesis de eicosanoides a partir de acido araquiddnico, siendo la responsable de la
produccién de prostaglandinas (PGs), que actuan como paso previo a la biosintesis de

prostanoides.

En 1991, se evidencio la existencia de dos isoformas de la enzima ciclooxigenasa,
designadas como COX-1y COX-2, codificadas por diferentes genes (la COX-1 se localiza
en el cromosoma 9 y la COX-2 en el cromosoma ), con estructuras quimicas similares
compartiendo un 60% de homologia en la secuencia de aminoacidos y estandares
singulares de expresién [105,106]. La diferencia mas importante entre la COX-1 vy la
COX-2 radica en el patron de expresion y regulacion tisular. La isoforma COX-1 se
expresa de forma constitutiva (constante) en la mayor parte de los tejidos
(manteniendo el estado fisiolégico de éstos, incluyendo los encargados de la
proteccion de la mucosa gastrointestinal), en las células endoteliales, en las plaquetas,
etc; mientras que la COX-2 es una enzima inducida responsable de la produccién
elevada de prostanoides en sitios de afecciones e inflamacion [107,108]. En el aiio
2002 se descubrid un nuevo miembro de la familia de las isoformas de Ia
ciclooxigenasa siendo identificado como la COX-3 y que esta codificada por el mismo
gen que la COX-1, con la diferencia de que la COX-3 retiene un intrén que no es el

mismo que en la COX-1 [109].
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Figura 11.11. Clasificacién de los NSAIDs segun sus estructuras quimicas.

En la Figura Il. 11 se ofrece una clasificacidon de estos compuestos teniendo en
cuenta sus estructuras quimicas, no obstante, esta clase heterogénea de farmacos, se

pueden clasificar también en funcion de su selectividad por la COX. Los NSAIDs no
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selectivos son los mas antiguos y se designan como tradicionales o convencionales
(tNSAIDs), inhibiendo la actividad de la COX-1y la COX-2. Los NSAIDs selectivos para la
COX-2 se designan COXIBs [110]. Los tNSAIDs pueden presentar estandar de
selectividad a la COX-2 similar al de los COXIBs, como es el caso del diclofenaco
comparado con el celecoxib, o ser inhibidores mas activos de la COX-1, como el
naproxeno e ibuprofeno. La Tabla 1.8 muestra una clasificacion de dichos farmacos

segun la selectividad sobre la enzima ciclooxigenasa.

Tabla 11.8. Clasificacion de los NSAIDs segun su selectividad para la COX.

Antiinflamatorios no esteroideos

No selectivos (COX-1 y COX-2) Selectivos (COX-2)
Tradicionales (COXIBs)
Aspirina Rofecoxib
Acetaminofen Valdecoxib
Indometacina Parecoxib
Ibuprofeno Celecoxib
Naproxeno Etoricoxib
Sulindac Lumiracoxib
Diclofenac
Piroxicam
R-Piroxicam
Meloxicam
Cetoprofeno

El celecoxib y el rofecoxib pertenecen a lo que se denomina primera generacién
de COXIBs vy fueron lanzados al mercado en 1999. Los restantes pertenecen a

farmacos de segunda generacién (Tabla 11.9).

Tabla 11.9. Clasificacion y diferencias basicas de los coxibs [111].

Clasificacion Farmaco Estructura quimica Comercializacion
Primera generacion Celecoxib Sulfonamida Disponible
Rofecoxib Sulfona Retirado del mercado en 2004
Segunda generacidén Valdecoxib Sulfonamida Retirado en abril 2005
Etoricoxib Sulfona Disponible®
Lumiracoxib  Derivado acido fenilacético Disponible®®?

“)No se encuentra aprobado por la Agencia de Medicamentos y Alimentos (FDA, Food and Drug Admistration)
)Retirado del mercado canadiense y australiano
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Los COXIBs representan la primera clase de NSAIDs desarrollados sobre la base
de una logica mecanicista biolégicamente plausible para mejorar la seguridad de la
mucosa gastrointestinal y plaquetaria. Esta légica fue sostenida mediante la validacion
de varios ensayos realizados a pacientes con osteoartritis y artritis reumatoide. Los
resultados demostraron que el riesgo de desarrollar problemas gastrointestinales se
reducian entre la mitad y dos tercios en pacientes tratados con altas dosis de
inhibidores selectivos de la COX-2, comparando los resultados con pacientes que
consumian altas dosis de ibuprofeno o naproxeno (farmacos que actian de manera

mas potente inhibiendo la COX-1 que la COX-2) (Figura 11.12).
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Figura 11.12. Concentracidn necesaria de varios farmacos para inhibir la actividad plaquetaria de la COX-1 y la COX-2
al 50% (ICsp) en ensayos sanguineos en humanos. Cada punto simboliza la media de 3 6 4 valores. Los farmacos que
se sitlan debajo de la linea diagonal de equivalencia son mas potentes inhibiendo la COX-2 que los que se sittan
por encima de ella. Datos proporcionados por C. Patrono y col. [112]

En la Tabla 11.10 se recogen las propiedades fisico-quimicas de los 6 COXIBs
considerados en la presente Tesis, puesto que son un parametro importante para
poder comprender el comportamiento de ellos en las diferentes matrices
medioambientales. Se puede observar que los valores del logaritmo de la constante de
particion octanol/agua (log Kow) oscilan entre -0.3 y 4, esto nos indica que algunos de
los compuestos presentan un caracter mas hidréfobo, como puede ser el rofecoxib,
que otros como el parecoxib que se comporta como una sustancia con caracteristicas

polares.
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2.2. SINTESIS
2.2.1. Anti-inflamatorios no esteroideos modificados

Una estrategia interesante es la posibilidad de modificar algunos tNSAIDs en
inhibidores selectivos de la COX-2. La indometacina, el zomeoirac, el diclofenac y algun
otro NSAID han sido elaborados de manera exitosa como inhibidores selectivos de la
COX-2. La farmacéutica Novartis describid la conversion de diclofenaco en lumiracoxib
(Figura 11.13). Entre los NSAIDs estudiados en los ultimos tiempos, la estructura de la
indometacina parece ser la mas flexible en dar lugar a la formacién de inhibidores

especificos de la COX-2, mediante la manipulacion de los grupos funcionales [113].

©\/\COOH \CCCOOH
NH NH
CI\©/C| Fe i Cl

Diclofenaco Lumiracoxib

Figura 11.13. Conversion del Diclofenaco en Lumiracoxib.

Es importante destacar que la metodologia empleada en la modificacion de
estos NSAIDs no sigue un esquema general. Se han llevado a cabo varios intentos para
cambiar la selectividad de la enzima COX-1 de la indometacina a la COX-2 manteniendo
la eficacia al mismo nivel y reduciendo los efectos secundarios no deseados al mismo
tiempo. En principio, la estrategia consiste en introducir sustituyentes largos que

encajen en el volumen de los sitios activos de la COX-2 [114].

2.3. MECANISMO DE ACCION

Los NSAIDs actuan inhibiendo la sintesis de prostanoides, una familia de lipidos
bioactivos que interacciona con receptores de membrana especificos de la gran familia
receptores acoplados de la proteina-G (G-protein coupled receptors, GPCRs), y juega
importantes papeles en muchas respuestas celulares asi como en varios procesos
fisiopatoldgicos, como la modulacion de la reaccién anti-inflamatoria y su resolucidn,

la citoproteccidon gastrointestinal y ulceracién, angiogénesis y cancer, hemostasis y
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trombosis, hemodinamica renal y la progresion de la enfermedad renal,

arterioproteccion y la progresion de la arterioesclerosis [115,116].

2.3.1. Metabolismo

La mayoria de los NSAIDs son acidos débiles, con valores de pk, situados en el
rango de 3 a 5 (4cidos de fuerza media). Las moléculas de dichos anti-inflamatorios
pueden contener grupos hidrofilicos (grupos carboxilicos o endlicos) y/o grupos
lipofilicos (anillos aromaticos, atomos de halégenos). De acuerdo con su caracter
acido, los NSAIDs estan presentes en el jugo gastrico de forma protonada y en el
intestino delgado se dan condiciones favorables para la absorcidn de acidos débiles.
Para el caso del plasma también se pueden encontrar en formas ionizadas, pero por el

contrario, la distribucién de estos farmacos en tejidos es pobre [117].

La gran mayoria de los NSAIDs son metabolizados en el higado mediante la
oxidaciéon y conjugacion a metabolitos inactivos, los cuales son comunmente
excretados en la orina, aunque algunos farmacos son parcialmente excretados en la
bilis. Se puede dar la situacion en la que en ciertos estados de un proceso de
enfermedad, el metabolismo sea anormal y se produzca acumulacién de los NSAIDs

incluso manteniendo una dosis normal de consumo [118].

Los COXIBs son compuestos relativamente lipofilicos, aunque el parecoxib
(profarmaco del valdecoxib) es altamente soluble en agua. Poseen estructuras
quimicas diferentes que pueden ser las responsables de las diferencias existentes en
las propiedades farmacocinéticas. Su farmacocinética y caracteristicas metabdlicas se

encuentran esquematizadas en la Tabla Il.11.
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Tabla I1.11. Caracteristicas farmacocinéticas de los COXIBs. Datos recogidos del estudio

de S. Shi [111] y R.A. Halpin [128].
Compuesto
Parametro Celecoxib Etoricoxib Lumiracoxib Rofecoxib
tmox (D) 2-4 0.2-2.0 2.5-4 9
Biodispobibilidad 20-40 83-100 74-90 100
oral (%)
ty2 (h) 11-16 19-32 5-8 17
fe (%) <3 <1 33 <1
Metabolismo CYP2C9 CYP3A4 CYP2C9
hepatico
Excrecién de Renal (27%) + Renal (70%) + Renal (54%) + Renal (71%) +
metabolitos fecal (58%) fecal (20%) fecal (43%) fecal (14%)

tmax tiempo correspondiente a la concentracion méxima encontrada en plasma, t;/, vida media de eliminacién, f,
fraccién del farmaco inalterado excretado en la orina

A continuacidn, se adjuntan ejemplos sobre el metabolismo de algunos de los

COXIBs estudiados en esta Tesis.

> Celecoxib

Se ha corroborado que para los humanos vy las ratas, la ruta metabdlica de
este farmaco es similar. En estudios previos, se ha demostrado que el celecoxib
administrado oralmente se adsorbe bien y aparece rapidamente en el plasma. La
fase I de la ruta metabdlica se compone de dos etapas [119,120]: en la primera el
celecoxib es oxidado a hidroxicelecoxib (M3) para a continuacién sufrir otra
oxidacion y formar el carboxicelecoxib (M2). En los humanos, estos 2 pasos son
catalizados por CYP2C9" y el alcohol dehidrogenasa, respectivamente [121,122]. En
la fase Il, M3 y M2 pueden ser conjugados por el acido glucurdnico en el grupo
carboxilo o en el hidroxilo para formar los glucurénidos M1y M5, respectivamente.
La uridina 5’-difosfo-glucuronosiltransferasas (UGTs) son las responsables de la
glucuronizacion. Todos estos metabolitos son inactivos en la inhibicion de la
actividad de la COX-2 [123]. La Figura 11.14 esquematiza la ruta metabdlica de dicho

farmaco.

" Citocromo P4502C9 (abreviado como CYP2C9) es el principal encima, que en humanos estd codificado
por el gen CYP2C), responsable del metabolismo hepatico de los anticoagulantes orales
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Figura I1.14. Ruta metabdlica del celecoxib [124].
» Etoricoxib

Los resultados del estudio in vitro sobre el metabolismo del etoricoxib
indicaron que éste es metabolizado via hidroxilacion del 6’-metil y 1’-N-
oxidacion. Estos metabolitos no inhiben la COX-1 y no contribuyen
significativamente a la inhibicion de la COX-2 [125,126].
Este farmaco se adsorbe de manera rdpida y la biodisponibilidad oral se
aproxima al 100 %. Se ha demostrado que el etoricoxib y sus metabolitos son
ampliamente metabolizados. La excrecion en humanos se realiza
principalmente mediante via renal. El derivado del acido 6’-carboxilico fue el
principal metabolito excretado en orina y heces después de ingerir una dosis de
25 mg mediante via intravenosa o 100 mg por via oral. Menos del 1% de las
dosis administradas via intravenosa y oral fueron recuperadas intactas en la
orina después de las primeras 24 horas de su administracion, indicando que la
excrecidon renal juega un papel muy pequeno en la eliminacidn del etoricoxib.
No obstante, los metabolitos si son ampliamente excretados a través de la
orina. De hecho, el metabolito designado como 6’-Carboxi-etoricoxib es el
mayoritario en muestras de orina (~-80 %) analizadas después de las primeras 24

55




2.COXIBs

horas, y también fueron detectadas pequenas cantidades de los 4 metabolitos
restantes, incluyendo un 4 % de etoricoxib 1’-N-oxide, alrededor de un 3 % de
6’-Hidroximetil-etoricoxib, un 2 % para el 6’-Hidroximetil-etoricoxib-1’-N-Oxide
y un 7 % para el derivado O-glucurénido. De forma muy similar, se encontré
gue el metabolito mayoritario excretado por las heces es el 6’-Carboxi-
etoricoxib y alrededor de un 2 % corresponde al compuesto padre [127]. La

Figura 11.15 muestra la ruta de metabolizacién de dicho farmaco.

0) * 0
o\ \/CH3 \\S/CH3 Q, _CHs
\ N\ X
Cl | N Cl | N cl N
Z - = — |
N | X N/ N N/ N
- P »
N N" "CH,OH N >CooH
Etoricoxib 6-Hidroximetil-etoricoxib 6'-Carboxi-etoricoxib
y \
g-CHs 5-CHs Q. _CH,
\\ \\ S\\
0]
Cl | X
b
N | N
+/ + - _
N CH,0OH N~ “CH,
|
O _ O P O-Glucoronido
v ; . e , Glucurénido de
Etoricoxib-1'-N-Oxide 6'-Hidroximetil-etoricoxib-1'-N-oxide 6'-Hidroximetil-etoricoxib

Figura I1.15. Ruta metabdlica propuesta para el etoricoxib en voluntarios humanos.

.
Las flechas con lineas continuas indican las vias principales. El asterisco en el carbono denota la designacién de
carbono-14

» Rofecoxib

El estudio realizado por Halpin y col. [128] confirma que el rofecoxib es
ampliamente absorbido por el organismo humano cuando su administracién es
por via oral y la mayor parte de la dosis consumida sufre procesos de
metabolizacién, generando productos que son eliminados via los rifiones a
través de la orina. Aunque una pequefia fraccién de estos compuestos (~14 %)
fue recuperada en las heces, la baja excrecidn observada en la bilis (~1.8 % de la
dosis) sugiere que la recuperacion fecal observada en el seguimiento de la

administracion oral de una dosis de 125 mg da lugar a una absorcién
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incompleta. Ademas, la biodisponibilidad del fdrmaco cuando se consideran las
dosis en formato pequefio (12.5 y 25 mg) ha sido del 100 %, indicando que a
altas dosis la absorciéon es incompleta, posiblemente debido a su baja
solubilidad en agua. Las estructuras de los metabolitos en los test de orina
realizados en muestras de origen humano estan representadas en la Figura
.16 reflejando rutas de oxidacidon y reduccidn en los procesos de
biotransformacion, junto con procesos de hidrdlisis y conjugacion. La oxidacién
del anillo fenil da lugar a pequefias cantidades de 4’-fenol (excretado como su
conjugado glucurdnico) y el 3’,4’-dihidrodiol. Sin embargo, los productos
obtenidos de la reduccién metabdlica del anillo 2-furanona, los cuales son
excretados como derivados acidos del anillo hidroxi- abierto eritro- y treo-
DHHA, representan los principales metabolitos del rofecoxib en humanos,
mientras que las correspondientes lactonas cis- y trans- fueron observadas
cuando los extractos de orina fueron sometidos a un acido mineral. La
reduccion del doble enlace 3,4-carbono-carbono del rofecoxib, la cual
tedricamente puede ocurrir tanto antes como después de la apertura
hidrolitica de la estructura 2-furanona, probablemente refleja la presencia de
un grupo funcional carbonilo a,B-insaturado en la estructura padre, ya que han
sido descritos ejemplos de reducciones con enlaces dobles C=C para otros
grupos carbonilo conjugados [129,130].

Finalmente, muy pequenas cantidades del metabolito 5-hidroxirofecoxib
y su glucurénido conjugado fueron excretadas en orina y/o heces humanas.
Esta observacion esta relacionada con el hecho de que el 5-hidroxirofecoxib

puede ser reducido de nuevo a su precursor en vivo [131].
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Figura II.16. Esquema representativo del metabolismo del rofecoxib en humanos.
La estereoquimica absoluta no ha sido determinada para el acido dihidrohidroxi (DHHA) presente en los
metabolitos ni para sus correspondientes lactonas cis- y trans-3,4-dihydrorofecoxib
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2.4. CONSUMO

Antes de reflejar datos de consumo es importante sefalar la medida que se
toma para evaluar la ingesta de farmacos. La Dosis Diaria Definida (Daily Dose
Defined, DDD) por 1000 habitantes y por dia, es decir, en Dosis Habitante Definida
(DHD); se corresponde con la unidad técnica de medida y comparacidn que equivale a
la dosis media diaria de mantenimiento en adultos de un medicamento cuando se
emplea en su indicacidn principal, por una via de administracién determinada, y
normalmente expresada en cantidades (g, mg, etc.) de principio activo [132]. Es
importante destacar que la DDD es una unidad de medida y no refleja necesariamente
la dosis diaria recomendada o prescrita, es decir, que los datos sobre el consumo de
farmacos sélo dan una estimacion aproximada del consumo y no una imagen exacta
del uso real [133]. Para su calculo se utiliza la siguiente férmula [134]:

mg farmaco/afio

N°DDD/1000hab /dia = %X 1000
/ ab/dia DDDmg X 365dias X N2habitantes

En el informe de la Agencia Espafiola de Medicamentos y Productos Sanitarios
(AEMPS) con respecto a la utilizacion de NSAIDs en Espaiia, el uso a nivel global en el
ambito extra-hospitalario ha experimentado un crecimiento muy significativo en el
periodo comprendido entre 1992-2006, que pasé de 26.30 dosis/1000 habitantes/dia
(DHD) en el afio 1992 a 45.81 DHD en el 2006. Como dato adicional, el subgrupo de los
derivados arilpropidnicos (ibuprofeno, naproxeno, etc.) sufri6 un incremento en su
consumo, siendo el ibuprofeno el NSAID mas empleado en los ultimos afios (46 % del

consumo de NSAIDs en Espafia durante el 2006.

Si consideramos el consumo entre el periodo que va desde el afio 2000 hasta el
2012, en Espana de NSAIDs ha pasado de 38.7 DHD en el primer afio de este periodo a

49 DHD registradas en el 2012, como asi lo muestra la Figura 11.17.
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Consumo de NSAIDs en Espaia
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Figura I11.17. Consumo total de AINEs en Espafia durante el periodo 2000-2012.

En términos absolutos, los derivados arilpropidnicos son los mas empleados a lo

largo del periodo, representando el 65.1 % del consumo de NSAIDs en 2012.

El empleo de los inhibidores selectivos de la COX-2, tras su introduccion en el
mercado, ha experimentado un crecimiento realmente importante hasta el afio 2001,
cuando se alcanzé un consumo de 7.46 DHD (de un total de 41.41 DHD de NSAIDs),
aunque en los siguientes afos se produjo un descenso considerable registrandose un
consumo de 0.64 DHD en 2006 [135]. Hay que destacar que en el periodo que va desde
el 2000 al 2012 el consumo de estos farmacos ha fluctuado. En el primer afio de esta
serie (2000-2001), el empleo de celecoxib y rofecoxib aumenté de 4.4 DHD a 7.6 DHD y
descendié hasta 3 DHD en 2004, cuando se retird el rofecoxib por motivos de
seguridad [136]. En el afio 2005 se comercializa etoricoxib y ya en el afio 2006 el
consumo de COXIBs (celecoxib y etoricoxib) se incrementa, alcanzando 7.2 DHD en el
2012, representando el 14.7 % del consumo total de NSAIDs en dicho afio. En la Figura

11.18 se ve reflejado graficamente lo anteriormente mencionado.
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é Consumo de COXIBs en Espaiia
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Figura 11.18. Consumo de COXIBs en Espafia durante el periodo 2000-2012.

Recientemente, la preocupacidon en relacion a la seguridad cardiovascular
(Cardiovascular Safety, CS) de los COXIBs ha sido elevada, particularmente el
incremento de riesgo en casos de problemas tromboticos [por ejemplo, infarto de
miocardio (MI), angina de pecho, muerte subita] [137,138]. Debido al inminente y
creciente riesgo, las compaiiias distribuidoras del rofecoxib y del valdecoxib retiraron
sus productos del mercado, en septiembre de 2004 y en abril de 2005,
respectivamente. Actualmente, los datos epidemioldgicos registrados sugieren que los
COXIBs y los tNSAIDs poseen en cierto grado un riesgo potencial relacionado con
patologias cardiovasculares, concretamente cuando estos farmacos son ingeridos en
dosis elevadas durante periodos de tiempo prolongados. Es por esto que los riesgos
asociados a problemas cardiovasculares y los beneficios gastrointestinales de los
COXIBs deben ser cuidadosamente sopesados antes de tomar decisiones terapéuticas,

teniendo presente el sobrepeso y la co-medicacién de cada paciente [111].

Comparacion de gastrolesividad inducida por diferentes NSAIDs

En el afio 2010, Elvira Maso y col. [139], perteneciente al Centro Espanol de
Investigacidn Farmacoepidemioldgica, publicaron un estudio en el que se comparaba
la variabilidad entre diferentes NSAIDs y el riesgo de hemorragia digestiva. Las

conclusiones principales a las que llegaron fueron las siguientes: (a) los t-NSAIDs y los
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COXIBs aumentan el riesgo de hemorragia o perforacién géastrica, aunque la magnitud
es diferente (mayor para el caso de los anti-inflamatorios tradicionales, hasta 2 veces
superior a los COXIBs), (b) la inhibicidn (superior al 80%) de ambas isoenzimas de la
COX (COX-1y COX-2) se asocié a un mayor riesgo y (c) los NSAIDs con una semivida de
eliminacién prolongada y cuyas formulaciones de liberacién retardada se asociaron a
un riesgo mas alto que los NSAIDs con semivida de eliminacion mds corta. En la Figura
Il. 19 se muestra para algunos NSAIDS un perfil de seguridad gastrica muy desigual,
donde se puede observar que tanto el ketorolaco como el piroxicam son los mas

gastrolesivos.

Celecoxib

Aceclofenac

Rofecoxib

Ibuprofeno

Diclofenaco

Meloxicam

Indometacina

Ketoprofeno

Naproxeno

Piroxicam

Ketorolaco

|
f T T
0 2 4 6 8 10 12 14 16
Riesgo relativo

Figura 11.19. Comparacién de riesgo de hemorragia digestiva alta inducida por NSAIDs.
Grafico realizado por T.J. Oscanoa-Espinoza [140] a partir de los datos de E. Maso y col.
[139].

Sequridad cardiovascular de NSAIDs

En el 2011 S. Trell y col. [141] del Instituto de Medicina Social y Preventiva de la
Universidad de Berna, Suiza, publicaron un estudio sobre la seguridad cardiovascular

de los NSAIDs. Se llevaron a cabo ensayos donde los pacientes fueron sometidos de
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manera aleatoria al suministro de naproxeno, ibuprofeno, diclofenaco, celecoxib,
etoricoxib, rofecoxib, lumiracoxib y placebo. El resultado mas destacado fue que
existen diferencias significativas de la seguridad cardiovascular entre los NSAIDs,

siendo el naproxeno el que presenta menor riesgo.

McGettigan y col. [142] realizaron también una revision sobre el riesgo
cardiovascular de los NSAIDs, donde el etoricoxib mostraba el mayor riesgo
cardiovascular, seguido del etodolac, el etoricoxib, a continuacién el diclofenaco, y los

detectados con menor riesgo fueron el ibuprofeno y el naproxeno.

2.5. ANTI-INFLAMATORIOS NO ESTEROIDEOS EN EL MEDIO AMBIENTE

Los compuestos farmacéuticos se han convertido en contaminantes
medioambientales emergentes que causan gran preocupaciéon debido a su actividad
bioldgica intrinseca, la cual puede causar efectos adversos tanto en ecosistemas
acuaticos como terrestres, particularmente a exposicidon continuada. Los farmacos
acceden a las plantas de tratamiento de agua residual (Wastewater Treatment Plants,

WWTPs) a través de la excrecién y la disposicion de los mismos [143].

Los compuestos farmacéuticos no son completamente eliminados durante el
tratamiento realizado a las aguas, y como resultado, éstos se descargan en las
corrientes receptoras [144,145] y pueden terminar en suelos cuando el lodo generado
en las plantas depuradoras es empleado como fertilizante [146,147]. La eliminacién de
estas sustancias en las WWTPs se evalia normalmente como un balance de masa
entre las concentraciones existentes de las aguas de influente y las de efluente
[148,149]. Se utilizan dos procesos principalmente para la eliminacién de los
compuestos farmacéuticos: la biodegradaciéon y la absorciéon en lodos. Una
determinacién precisa de la cantidad de biodegradacidn resulta extremadamente
dificil debido al gran numero de productos de transformacién, muchos de ellos
metabolitos bioactivos, la mayoria de ellos desconocidos [147] que se pueden
acumular en sedimentos, lodos y suelos y de esa forma inducir efectos adversos en los
organismos terrestres. La adsorcién en lodos depende de las propiedades fisico-
guimicas de los compuestos y de las caracteristicas de los lodos procedentes de la

depuracion.
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Existen numerosos estudios que evallan la presencia de anti-inflamatorios no
esteroideos en el medioambiente, pero la mayoria de ellos estdn centrados en la
deteccién y determinacion de los mas consumidos a nivel mundial, como pueden ser el
diclofenaco, ibuprofeno, naproxeno y/o ketoprofeno [150,151]. En una de las
revisiones mas completas hasta la fecha hecha por P. Verlucchi y col. [152] se
encuentran una relacidon de 118 compuestos, pertenecientes a 17 clases terapéuticas
diferentes, detectados en aguas de influente y efluente urbano. Como ya se ha
comentado, los procesos de tratamiento tradicionales no estan disefiados para
eliminar estos farmacos y se observaron concentraciones que oscilan entre los ng L' a
los pg L™ en efluentes procedentes de plantas de tratamiento de aguas de lugares
como Canadd [153], Espafia [154], Portugal [155], Suecia [156], Alemania [152] o
Francia [157].

En cuanto a los compuestos anti-inflamatorios seleccionados en esta Tesis, no se
ha encontrado referencias bibliograficas citando métodos de determinacién de COXIBs
en matrices medioambientales. La novedad que aporta esta Tesis es precisamente el
desarrollo de un método de determinacién para dichos compuestos en diferentes

matrices medioambientales, concretamente en aguas y lodos de depuradora.

Por otro lado, los inhibidores selectivos de la COX-2 si se han estudiado en otro
tipo de matrices, como por ejemplo en leche (celecoxib, rofecoxib y firocoxib, entre
otros NSAIDs) [158] o en plasma humano donde O. Cheremia y col. [159] validaron un
método para la determinacién de lumiracoxib o H. lJiang y col. [160] donde
desarrollaron un método de extraccion liquida en soporte (Supported Liquid
Extraction, SLE) para matrices de plasma haciendo la determinacion mediante
cromatografia liquida acoplada a espectrometria de masas para la evaluacion de 10

compuestos farmacéuticos, siendo uno de ellos el celecoxib.
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3.TECNICAS DE EXTRACCION

3. PREPARACION DE MUESTRA: TECNICAS DE EXTRACCION PARA LOS ANALITOS
ESTUDIADOS

La preparacién de muestra se compone de una serie de pasos necesarios para
modificar o convertir la muestra en una forma adecuada para realizar su andlisis. Este
proceso se puede dividir en varias subetapas (aunque no siempre es preciso realizarlas
todas) que comprenden la disolucion de la muestra, la filtracidn, el ajuste de pH, la
extraccion de un analito de una matriz compleja, la evaporacién y/o la concentracién

de analitos, la eliminacién o enmascaramiento de especies interferentes, etc [161].

El objetivo principal de este proceso no es soélo alcanzar extracciones altamente
selectivas y eficientes de los analitos de interés, cuyos limites de deteccién (limits of
detection, LODs) e interferencias de matriz sean muy bajos (lo cual no es una tarea facil
en muchos casos), sino que ademas se busca un desarrollo de método rapido y con
bajo consumo de reactivos y disolventes, manteniendo la seguridad del operador

[162].

Del mismo modo, la monitorizacion de compuestos a niveles traza o ultra-traza
presentes en las muestras normalmente requieren un paso previo de aislamiento y/o
enriqguecimiento de los analitos ya que las técnicas analiticas no son lo bastante
sensibles para la determinacién de compuestos traza en matrices complejas. Viendo
esto, cabe sefialar que los objetivos principales de las técnicas de separacion de

muestra son [163]:

» Preconcentracién de analitos a un nivel superior al limite de deteccion del
instrumento analitico.

» Aislamiento de los analitos de la matriz original y/o simplificacion de la matriz.

» Eliminaciéon de interferencias y constituyentes de la matriz que son

fuertemente adsorbidos en la columna cromatografica.

3.1. Muestras liquidas

En el pasado, la extracciéon liquido-liquido (liquid-liquid extraction, LLE), fue la
técnica mas popular para la extraccién de compuestos organicos en matrices acuosasy
medioambientales, aunque el uso de grandes cantidades de disolventes, la lentitud y

laboriosidad de su desarrollo, y la necesidad de mejorar las recuperaciones ha llevado
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a esta técnica a ser desplazada en favor de la extraccién en fase sélida (solid phase
extraction, SPE), que ha experimentado importantes desarrollos en términos de
formatos, automatizacién, etc., asi como la extraccién sorptiva con barras agitadoras
(stir bar sorptive extraction, SBSE) o la microextraccidon en fase sélida (solid-phase

micro-extraction, SPME) [164].

En esta seccidn se describird la técnica de SPE como ejemplo de una técnica de
extraccién exhaustiva y la técnica de (micro)extraccidon basada en el equilibrio que usa
un extractante sélido (extraccion mediante absorcion sobre barras agitadoras,
ab/adsorcion con polimeros de bajo coste) como ejemplo de técnica de extraccion no

exhaustiva.

3.1.1. Extraccion en fase sélida

Actualmente, la extraccion en fase sdlida es sin duda el método de preparacién y
tratamiento de muestras mas explotado para matrices acuosas. Se introdujo a
mediados de los afios 70 como alternativa a la LLE ofreciendo un nimero importante
de caracteristicas ventajosas sobre ésta, como por ejemplo, mayores factores de
enriguecimiento, mejores recuperaciones, rapida separaciéon de fases con ausencia de
emulsiones, bajo coste y mayor facilidad para el acoplamiento a técnicas de deteccion

[165].

El principio de esta técnica se basa en la inmovilizacién fisica o adsorcidén de los
analitos en una superficie de soporte sdélido especifica y selectiva para la posterior
elucién de los mismos mediante el empleo de disolventes. La eleccién o preferencia
del soporte sdlido se basa normalmente en las propiedades fisico-quimicas de los
compuestos de interés para que éstos queden retenidos en el soporte y los otros

componentes interferentes de la muestra pasen a través de él.

La SPE ofrece la ventaja de una elevada sensibilidad permitiendo realizar de
manera simultanea la extraccidn, limpieza y concentracion de los analitos. A

continuacion, en la Figura 1l.A.20 se describen las etapas de las que consta la técnica:
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Figura II.A.20. Etapas que involucran el proceso de extraccién mediante la SPE.

Etapa A: se corresponde con el acondicionamiento de la fase estacionaria para que se

encuentre solvatada, de manera que ésta puede interaccionar mejor con la muestra.

Etapa B: la muestra con los analitos e interferencias se pasa a través del adsorbente,
en caso de ser pequeiios volimenes se puede hacer mediante vacio, o por el contrario
aplicando presion con la ayuda de una bomba de vacio. El adsorbente retiene

selectivamente a los analitos y alguna interferencia, otras pasan sin ser retenidas.

Etapa C: en la etapa de lavado se limpia el adsorbente con un disolvente selectivo, es
decir, con gran afinidad por las interferencias y muy poca por los analitos que

permanecen en el lecho adsorbente.

Etapa D: los analitos concentrados y purificados son eluidos del adsorbente, siendo la
elucion lo mas selectiva posible empleando disolventes por los que los analitos tengan

gran afinidad.

La SPE también es muy popular debido a su facilidad a la hora de trabajar en
combinacidn con diferentes técnicas: on-line y off-line. Cuando el proceso se realiza
mediante la técnica on-line, no existe la etapa de manipulacién de muestra entre la
preconcentraciéon y el andlisis, por lo que los riesgos asociados a pérdidas y
contaminacion son eliminados y por tanto se obtiene una mejor reproducibilidad. Del
mismo modo, todas las especies son analizadas, por lo que el volumen de muestra
puede ser menor que para el caso del empleo del procedimiento off-line, el consumo
de disolventes orgdnicos es menor y el potencial de automatizaciéon es mas ventajoso.
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A pesar de la funcionalidad y practicidad de la técnica on-line, la aproximacion de la

SPE off-line es todavia de gran utilidad para el analisis de muestras complejas debido a

su gran flexibilidad y su habilidad para analizar el mismo extracto empleando varias

técnicas. Ademas, los limites de deteccidén y los factores de enriquecimiento son

mejores que en el procedimiento on-line.

3.1.1.1. Adsorbentes
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> Oxidos inorgdnicos: debido a la naturaleza que presentan este tipo de

adsorbentes, asi como la propia naturaleza de las interacciones analito-
adsorbente, el desarrollo de éstos (por ejemplo, silice, alimina, silicato de

magnesio) se ha visto bastante limitado [164].

Silice enlazada: se forman por la reaccidn de organosilanos con silice activada.

De esta manera, se origina un adsorbente con el grupo funcional del
organosilano unido al sustrato de la silice a través de un enlace silil-éter. Dentro
de este grupo nos encontramos con fases en modo reverso (la interaccion
entre el analito y la fase reversa tiene lugar mediante fuerzas de van der Waals,
un ejemplo es el octilsilano C8 u octadecilsilano C18) o en modo normal (en
este caso el mecanismo de retencion es a través de interacciones dipolo-dipolo
o puentes de hidrégeno, un ejemplo es el cianopropilsilano CN o
aminopropilsilano NH,) y de intercambio anidnico ( se establecen interacciones
electrostaticas, ejemplos de ello son el trimetilamino propilsilano SAX o

bencenosulfonil propilsilano SCX).

» Adsorbentes poliméricos hidrofilicos: la funcionalidad de los polimeros porosos,

basada principalmente en estireno-divinilbenceno (styrene-divinylbencene, St-
DVB), con funcionalidades polares se ha logrado empleando dos estrategias
principales: la copolimerizacién de mondmeros con las funcionalidades
deseadas y la introduccidon de un grupo funcional al polimero hidrofdbico.
Actualmente, el adsorbente hidrofilico-hidrofédbico comercial mas empleado,
obtenido por copolimerizacién, es el Oasis HLB de Waters (Figura 11.A.21). Este

material es un copolimero macroporoso poli(N-vinilpirrolidona-DVB) (PVP-DVB)
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con un area superficial especifica de ~800 ng'l. Desde su comercializacion,
Oasis HLB ha sido muy popular en la etapa de preparacion de muestra debido a
las ventajas que posee: es capaz de extraer compuestos polares y apolares,
presenta alta capacidad de carga, ofreciendo limpieza de matrices complejas
con alta efectividad en términos de eliminacidén de interferencias. Otra ventaja
importante es la posibilidad de trabajar en todo el rango de pH porque son mas

estables que las silicas y evitan las interferencias silandlicas en los extractos.

Retencion mediante / O

fase normal (hidrofilico)

Retencion mediante

@ / fase reversa (lipofilico)

Figura Il.A.21. Estructura del adsorbente Oasis HLB.

» Adsorbentes de modo _mixto de intercambio _ionico: con la premisa de lograr

buena selectividad y capacidad en un Unico material, los adsorbentes de modo
mixto o de fase dual han emergido en la ultima década permitiendo
extracciones selectivas a través de mecanismos de intercambio idnico con los
analitos de interés.

Inicialmente se comercializaron adsorbentes de intercambio idnico basados en
silice, sin embargo, éstos ofrecian baja estabilidad a pH extremos y baja
retenciéon de compuestos polares. A consecuencia de esto, se disefaron
nuevos adsorbentes de intercambio idnico basados en materiales poliméricos
[166]. Dependiendo del tipo de interaccidn establecida entre estos polimeros y
los analitos, los adsorbentes de modo mixto se pueden dividir en cuatro grupos
principales: intercambio catidnico fuerte (strong cation-exchange, SCX),
intercambio catidnico débil (weak cation-exchange, WCX), intercambio
aniénico fuerte (strong anion-exchange, SAX) e intercambio aniénico débil

(weak anion-exchange, WAX). Estas interacciones idnicas se consiguen
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>

mediante la modificacidn de la estructura del polimero con grupos funcionales
especificos como es el caso del grupo &acido sulfonico para SCX, acido
carboxilico para WCX, una amina cuaternaria para SAX, y una amina secundaria
para WAX. Debido a su doble caracter, estos adsorbentes son capaces de
extraer analitos cargados o neutros, mediante intercambio idnico e
interacciones de fases reversa, respectivamente.

La compaiiia Waters fue la pionera en comercializar por primera vez este tipo
de fases estacionarias: Oasis MCX (se corresponde con SCX), Oasis WCX (se
corresponde con WCX), Oasis MAX (se corresponde con SAX) y Oasis WAX (se
corresponde con WAX). Todos ellos estan basados en el esqueleto del Oasis
HLB sufriendo posteriormente una modificacién quimica con grupos sulfénicos
para SCX, acidos carboxilicos para WCX, dimetilbutilamina para SAX vy

piperazina para WAX.

Carbdn grdfitizado: el carbon grafitizado (graphitized carbon blacks, GCBs) se

forma calentando el carbdén a alta temperatura (2700-3000 2C). Los primeros
adsorbentes eran no-porosos y tenian poca superficie especifica. Es un material
gue extrae compuestos polares, aunque su principal inconveniente radica en la
propia retencion que en algunos casos es tan fuerte que resulta complicado

eluir los analitos de forma eficaz.

Adsorbentes selectivos: los primeros intentos exitosos para mejorar la

selectividad se consiguieron con el desarrollo de los inmunoadsorbentes
(immunosorbents, IMSs) y los materiales de acceso restringido (restricted-acces
materials, RAMs) como materiales especificos. Este tipo de fases se han
aplicado de forma extensa en los campos de la biologia y en alimentacién y en
menor medida en andlisis medioambientales [171]. La caracteristica
fundamental es que retienen el analito de interés de forma selectiva
eliminando compuestos de alto peso molecular como son las proteinas. Sin
embargo presentan algunas limitaciones como el elevado coste, la inestabilidad

de los IMSs y la insuficiente selectividad de los RAMs. Para resolver este
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problema se aplicd el reconocimiento molecular para sintetizar nuevos y
novedosos adsorbentes.

Dentro de este tipo de adsorbentes también hay que destacar los denominados
polimeros de impronta molecular (molecularly imprinted polymers, MIPs). Esta
tecnologia esta basada en la formacion de un complejo entre el analito
(plantilla) y un mondmero funcional. Después del proceso de polimerizacion la
plantilla es eliminada del polimero dejando un sitio de reconocimiento
especifico complementario en tamafo, forma y funcionalidad quimica a la
molécula plantilla. El fendmeno de reconocimiento se debe a interacciones de
tipo dipolo-dipolo, puentes de hidrégeno e interacciones idnicas [163]. Los
MIPs presentan muchas ventajas, pero las mas importantes para la aplicacion a
SPE son su elevada selectividad y afinidad por la molécula de interés usada en

el proceso de impresion.

3.1.1.2. Formatos y dispositivos comerciales

Dada la evolucidn en el concepto de extraccion en fase sélida de los analitos de
interés, se observa un progreso significativo en el desarrollo de esta tecnologia, en la
que se ha incluido la simplificaciéon, automatizacién y miniaturizacion a partir del
concepto original. Actualmente, los formatos empleados en el laboratorio distan
mucho del método propuesto por Braus y col. en 1951, el cual estaba basado en Ila
introduccidn de carbono activo granulado (desde 1.2 a 1.5 kg) en un cilindro de hierro
[167]. Tanto el formato como el tipo de material han sufrido una evolucién importante
en los ultimos tiempos. El extenso rango de materiales disponibles permite el
desarrollo de soluciones practicas para obtener altos valores en la recuperacién y en el
enriquecimiento, reduciendo de manera muy significativa la cantidad de material
adsorbente y el volumen de disolventes organicos. En la Figura 11.A.22 se adjuntan los

diferentes formatos disponibles en el mercado.

» Cartuchos: estos dispositivos constituyen la configuracién mas tradicional y
es el formato mas empleado por los quimicos analiticos para el aislamiento
y enriquecimiento de los analitos presentes en las diferentes muestras a

tratar. Los materiales de la estructura de estos cartuchos o tubos son el
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polipropileno o el vidrio. Los cartuchos se rellenan con un medio
adsorbente, colocado entre dos fritas de polipropileno o de acero
inoxidable, que puede variar dependiendo de la naturaleza de los
compuestos a separar. En el mercado existen infinidad de columnas con
diferentes fases sélidas y tamanos. El volumen disponible de los cartuchos
comerciales va desde valores de 1 a 60 mL. Para el caso en que el volumen
de muestra es mas pequeiio, menor es el volumen de los cartuchos,
disponiendo para este caso de 1 6 3 mL, conteniendo desde 30 mg a 4 g de
adsorbente. Para una situacion en la que el volumen de muestra es muy
grande se encuentran los denominados cartuchos de gran depdsito (large
reservoir cartridge, LRC), cuyos voliumenes van desde los 10 a los 150 mL
con un relleno de adsorbente que puede alcanzar hasta los 75 g. En general,
si se selecciona una alternativa en la que se toma una minima cantidad de
material adsorbente el resultado es que se ve reducida la cantidad de
disolventes organicos necesarios para acondicionar, lavar y eluir, al mismo
tiempo que se reduce el tiempo necesario para completar el analisis

acortando o eliminando el proceso de secado del adsorbente [163].

Discos: otro disefio de la SPE que ha ganado gran popularidad en los ultimos
afios es la extraccion empleando discos, donde las particulas del material
adsorbente se encuentran embebidas en la membrana. Las caracteristicas
mas significativas son las siguientes [168-171]:

v' La posibilidad de aumentar el flujo de la muestra, reduciendo el
tiempo necesario para llevar a cabo todo el analisis.

v" El incremento de la superficie de contacto, la uniformidad vy la
densidad del lecho, ademas de reducir el riesgo de pérdidas de
analito.

v La reduccion del volumen de lecho (masa de adsorbente) afecta de
forma positiva resultando en una reduccién de la cantidad de
disolventes para la elucién y acortando el tiempo de secado de los

discos.
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Otra ventaja interesante es que el riesgo de taponamiento debido a la
materia particulada en suspension presente en la muestra original se ve
reducido. El tamafio de disco mas utilizado para métodos estandar en el
analisis de muestras de agua, cuyos volumenes oscilan entre 0.5y 1 L, es el

de 47 mm [172].

Puntas de pipeta: un ejemplo de la miniaturizacién de la SPE convencional

es este dispositivo conocido como puntas de pipeta de SPE (SPE pipette tips,
SPE-PT). El material adsorbente se encuentra empaquetado en el interior de
las puntas de micropipeta. Los analitos son extraidos por aspiracion
repetida y desorcion de la muestra empleando un solo canal o pipetas
multicanal [173]. Esta técnica se gana el reconocimiento del mundo
cientifico debido a la reduccion muy significativa de la cantidad de
adsorbente y disolvente organico empleados que reduce costes de manera
considerable. Existe la posibilidad de integrar en un solo paso los procesos
de extraccion y purificacion acortando el tiempo de anilisis. Asi mismo, es
posible inyectar directamente el eluente sin necesidad de centrifugar o
evaporar el disolvente en un cromatégrafo de gases o liquidos.

La SPE-TP esta disefiada para la extraccién y concentracion a micro escala,
es por ese motivo que es una técnica muy popular en campos de gendmica,
protedmica y metaboldémica para llevar a cabo la purificacion y
concentracion de proteinas y péptidos [174]. No obstante, se han
encontrado aplicaciones recientes en analisis medioambiental como por
ejemplo la determinacién de fungicidas en agua de grifo y zumo de uvas

[175].

Placa de SPE de multiples pocillos: esta técnica es un buen ejemplo de la

combinacidon entre automatizacion vy robotizacién. Estas ventajas
contribuyen a un mejor control de la manipulacién de la muestra y del
disolvente, incrementando la precisién y exactitud en comparacién con los
métodos manuales [172]. Se pueden encontrar tres formatos de 96, 384 y
1536 pocillos, lo que proporciona una rapida y simultdnea preparacion de
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gran cantidad de muestras en un corto periodo de tiempo [173-176]. El
material adsorbente se puede encontrar empaquetado de manera holgada,
o bien embebido en una membrana de discos de extraccidn. Los platos
pueden encontrarse fijos o ser méviles. Los platos fijos poseen un volumen
fijo de columna y de adsorbente, mientras que en los mdviles las columnas
de SPE, redondas o cuadradas, de plastico pueden ser intercambiables,
permitiendo el uso de diferentes tipos y cantidades de fase estacionaria
conduciendo a un proceso eficiente de separacién y aislamiento de los

analitos en diferentes muestras durante un mismo ciclo analitico.

/
v
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Cartuchos Discos Puntas de pipeta Pocillos

Cantidad de
adsorbente mg

Hg

| J
Volumen de mL

disolvente ( )

uL

Figura II.A.22. Evolucion en el desarrollo metodoldgico de la extraccidon en fase sélida.

3.1.1.3. Aplicacidn de la SPE en la determinacion de Coxibs en muestras acuosas

La SPE es la técnica de mayor expansidn para la extraccion de NSAIDs en
muestras acuosas [169,177-179]. Sin embargo, los inhibidores selectivos de la COX-2
no han sido analizados en este medio y como bien asevera M. Farré y col. [180] los
Coxibs deberian ser incluidos en estudios futuros porque sus efectos bioldgicos en el

medioambiente son todavia desconocidos.
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Aunque hay una notoria carencia de estudios en muestras medioambientales,
existen varias aplicaciones de la técnica de SPE a muestra de origen bioldgico,
principalmente plasma (humano o animal) siendo en algunos casos acidificado. Como
puede observarse en la Tabla Il.A.12, el adsorbente mdas empleado para el tratamiento
de muestra es la silice ligada con C18 (mecanismo de fase reversa con cartuchos de

C18 Bond Elut).
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Tabla Il.A.12. Determinacidon de COXIBs en muestras bioldgicas mediante SPE.

Analito Matriz Protocolo de extraccion Técnica de R (%) Ref.
determinacion

C18 Bond Elut-SPE (3cc)
Acond: 6 mL ACN, 6 mL
MeOH, 6 mL H,0

Plasma Lav: 6 mL H,0

humano Elucién: 9 mL ACN/MeOH
(3:1)
Extracto: 15% ACN (0.01 M
NaH,PO,) pH=4.5

CLC LC-FL 84.4+3.6 [119]

C18 Bond Elut-SPE (3cc)
Acond: 6 mL ACN, 6 mL
MeOH, 6 mL H,0
cLC Bilisraton ~ Lav: 6 mLH,0 LC-MS - [120]
Elucién: 9 mL ACN/MeOH
(3:1)
Extracto: 20% ACN (0.01 M
CH3;COONH,) pH=4.5

Intercambiador catidnico
hidrofébico de modo mixto
Plasmaraton Acond: 2x1 mL ACN, 2x1 mL
(0.3 mL H,0 LC-FL - [120]

acidificado Elucion: 1ImL MeOH (0.6%

con H;PO,)  NH,OH)
Extracto: ACN (0.01 M
NaH,PO,) pH=9

C18 Bond Elut-SPE (1cc)
Plasma coneio Acond: 2 mL ACN, 2 mL
19 MeOH, 2 mL H,0

cLe (1mL Lav: 3. AL H.O LC-Ms/Ms 87.4:4.1  [181]

acidificado ) - (RAM?)

con HyPOy) Elucion: 2 mL ACN Extracto:

3T ACN (0.025 M CH;COONH,)
pH=4.5

C18 Bond Elut-SPE (1cc)
Plasma Acond: 2 mL ACN, 2 mL H,0
humano (400 Lav:2mLH,0 LC-MS/MS
vbc uL +400 pL Elucién: 250 pL ACN (MRM) [182]
P.L) Extracto: ACN/H,O (50:50)

(0.01M CH;COONH,)

*RAM: Radiactive monitoring

Finalmente, se ha desarrollado un método multiresiduo para la determinacién
de NSAIDs en leche, dentro de los 14 compuestos estudiados 2 de ellos son COXIBs
(rofecoxib y celecoxib). En la Tabla 1I.A.13 se describe de forma breve y concisa la

metodologia seguida para la determinacion de los mismos.
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Tabla 11.A.13. Determinacion de coxibs en leche mediante SPE.

Analitos  Matriz Protocolo de extraccion Técnica de R(%) Ref.
determinacién

SepPak aminopropil
(NH,)(6cc) con una capa

adicional de 4g Na,SO, LC-MS/MS

RFC, CLC Leche Acond: 5mL ACN (MRM) (QqQ) - [159]
Elucién: 5 mL ACN (5% ESI(+y-)
HCOOH)

Extracto: ACN + DMSO

3.1.2. Extraccion mediante absorcion sobre barras agitadoras

La microextraccidon se suele definir como una técnica de extraccién donde el
volumen de la fase extractante es muy pequeiio en relacién al volumen de la muestra,
en la mayoria de los casos la extraccidon es exhaustiva con sélo una pequefia fraccidon
del soluto inicial siendo extraido en sucesivos analisis. La eficiencia de extraccion estd
determinada por la particion del soluto entre la matriz de la muestra y la fase

extractante [183].

En la dltima década, el desarrollo de nuevas y modernas técnicas de tratamiento
de muestra, conducen a la simplificacion, miniaturizacion, a la facil manipulacién de los
dispositivos analiticos, asi como a la reduccidén o ausencia de disolventes orgdnicos
téxicos, y a la utilizacion de bajos volimenes de muestra de acuerdo con los principios
de la quimica analitica verde. En particular, para el analisis de trazas los métodos
basados en absorcién han demostrado ser una buena alternativa permitiendo la
microextraccion de forma directa de compuestos volatiles y semi-volatiles de casi todo
tipo de matrices. Estas aproximaciones han exhibido un alto rendimiento para mejorar
la sensibilidad y selectividad [184]. Por lo tanto, el muestreo pasivo, no exhaustivo o
estatico ha ido ganando gran aceptacién en muchas areas cientificas siendo la micro-
extraccion en fase sdlida (solid-phase micro-extraction, SPME) y la extraccion mediante

absorcion con barras agitadoras (stir bar sorptive extraction, SBSE) las mas empleadas.

La SBSE fue introducida en el afio 1999 por Baltussen y col. [185] y esta basada
en los mismos principios que la SPME, sin embargo, el material extractante en lugar de

encontrarse sobre una fibra de silice fundida, se encuentra sobre un dispositivo, como
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el que muestra la Figura 11.A.23, constituido por una barra magnética que se encuentra
en el interior de una cubierta de vidrio y, tipicamente cubierta con polidimetilsiloxano
(polydimethilsyloxane, PDMS), comercialmente es conocido como Twister®.

Recubrimiento de PDMS o EG/Silicona Vidrio

‘ Centro magnético

v
2]

‘d i\

Figura 1l.A.23. Dispositivo SBSE.

El PDMS es un material polimérico apolar caracterizado por promover
interacciones hidrofdbicas con las moléculas de interés, donde los mecanismos de
retencidn ocurren principalmente a través de fuerzas de van der Waals, pero también
se pueden formar enlaces o puentes de hidrégeno con atomos de oxigeno del PDMS
dependiendo de la estructura del analito. A continuacién, se comentaran algunas

caracteristicas especificas de este material [183]:

= La capacidad retentiva del PDMS para ciertos compuestos no esta influenciada
por la presencia de altas cantidades de agua u otros analitos, puesto que todos
los solutos tienen su propio equilibrio de particion dentro de la fase de PDMS y
el desplazamiento no tiene lugar.

= Los fragmentos de PDMS procedentes de la degradacion contienen fragmentos
de masa caracteristicos los cuales pueden ser facilmente descartados con el
uso de un detector selectivo de masas.

= El PDMS tiene unas propiedades termoestables que permiten operar en un
amplio rango de temperaturas y debido a ello, esta aproximacién, que no
necesita de disolventes; fue propuesta en principio para ser asociada a un
cromatégrafo de gases con una unidad de desorcién térmica (thermal

desorption, TD).

La mayor limitacién de la técnica SBSE es su polaridad, que esta restringida hacia
el analisis de analitos poco polares y la baja recuperacidon obtenida para los mas

polares (log kow <3) es debida a las interacciones hidrofdbicas débiles. Dada la
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necesidad de superar esta restriccion se han desarrollado nuevas fases. Bicchi y col.
[186] desarrollaron un twister de fase dual empleando diferentes adsorbentes basados
en el carbén como etapa adicional de concentracién. La exitosa combinacidon de dos
fases mejord la recuperacién de compuestos volatiles y polares en comparacién con
las barras agitadoras convencionales de PDMS. Liu y col. [187] describieron el uso de
una fase porosa, compacta y estable térmicamente que presenta en su extremo
terminal un grupo hidroxi, adecuado para la extraccion de PAHs, n-alcanos y pesticidas
fosforados en matrices acuosas. Neng y col. [188] propusieron una espuma de
poliuretano (polyurethane, PU) como nueva fase polimérica para la SBSE. Se demostrd
gue estos polimeros presentan una estabilidad y resistencia mecdanica excelente para

el enriqguecimiento de compuestos organicos en muestras acuosas.

3.1.2.1. Teoria de la SBSE

La extraccion de los solutos desde la fase acuosa al medio de extraccidon esta
controlada por el coeficiente de particion de los solutos entre el PDMS y la fase
acuosa. Este coeficiente de particion ha sido correlacionado con el coeficiente de
distribucion octanol/agua (K,u). Aunque no es del todo correcto, el Ko/, nos da una

buena idea de si un soluto dado puede ser extraido con SBSE y cémo [183].

El coeficiente de distribucion entre el PDMS y la fase acuosa (Kppmsw) se
encuentra definido como la proporcién entre la concentracion de soluto en el PDMS
(Croms) v la concentracion de soluto en agua (Cy) en condiciones de equilibrio. Esta
proporcién es igual a la proporcion de masa de soluto en el PDMS (mppys) v la masa de
soluto en la fase acuosa (m,) multiplicado por la relacion de fases (B, siendo B=

Vw/Vepwms) (Ecuacion 1).

_ _ Cppms _ Mppums Vw _ mppums
Ko/w = Kppus/w = = X X B

= Ec. (1
Ccw my, VPDMS my ( )

La recuperacion, expresada como el ratio de soluto extraida (mppys) sobre la
cantidad original de soluto en la fase acuosa (my=m,, + Mppys) es dependiente del

coeficiente de distribucion Kepmsw Y de B, tal y como se describe en la Ecuacion 2.
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Kppms/w
m
R=1LDMS — P Ec. (2)
Mo L. KpDMS/w
L

La conclusion que se extrae de la Ecuacidn 2 es que sélo dos términos afectan a
la recuperacion del analito, Kepmsw Y B- A mayor cantidad de PDMS, mayor eficiencia

de extraccion [189].

3.1.2.2. Factores que afectan a la SBSE

La optimizacidn de los factores que afectan al proceso de extraccion conducird a
una mejor eficiencia en los procesos de la extracciéon, a la obtencion de altas
recuperaciones y factores de enriquecimiento mejorando los limites de deteccién.
Estos factores incluyen: tipo, volumen y tamano de la barra agitadora, tiempo de
extraccion, pH, adicién de sal, velocidad de agitacion, temperatura de extraccion,

volumen de muestra y adicidn de disolventes orgdnicos.

El volumen de recubrimiento de las barras agitadoras afecta a la eficiencia de la
técnica. A mayor volumen, mayor sensibilidad para los compuestos mas polares con

Kow bajos.

El tiempo de extraccion se controla siguiendo cinéticas de extraccion, ya que se
trata de una técnica de equilibrio, y viene determinada por otros aspectos como el
volumen de muestra, la agitacion, la temperatura y las dimensiones de la barra

agitadora, que es aconsejable tener ya fijas y optimizadas.

El pH vy la fuerza idnica de la matriz de la muestra son unos parametros muy
importantes. El pH en caso de ser necesario debe ser ajustado para que los analitos se
encuentren en su forma no idnica, el rango de ajuste se sitla entre 3 y 9 para evitar la
degradacion del recubrimiento de polimero [190-192]. La adicidn de sales inertes
como el NaCl modifica la fuerza idnica de la matriz mejorando la extraccién mediante
la disminucién de la solubilidad de los analitos polares [193,194], mientras que los
poco polares sufren una reduccién en la eficacia de extraccion [195], como resultado

de un incrementno de la viscosidad de la muestra, de la absorcidon de la sal en el
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recubrimiento de la barra magnética en vez del analito y de las interacciones idnicas de

los analitos no polares y las sales inertes.

La agitacion de la muestra aumenta la difusion de los analitos mediante la
disminucién del espesor de la capa limite existente entre los analitos de la matriz y el
revestimiento de la barra agitadora. Este parametro debe ser optimizado
cuidadosamente porque altos valores de agitacidon (>750 rpm) pueden dar lugar a la
formacién de burbujas y causar estrias en el recubrimiento de polimero, siendo éstas

generadas por el contacto y friccién contra el fondo del vial de la muestra [196].

La extraccion a temperatura elevada aumenta la particién de los analitos entre
el recubrimiento del twister y la matriz de la muestra, lo cual incrementa la eficiencia
de extraccién y disminuye el tiempo necesario para alcanzar el equilibrio. Aunque
existe el inconveniente de que al aumentar la temperatura disminuyen los coeficientes
de distribucién de absorcion y la vida media del polimero del twister. Lo ideal es llegar
a una situacion de compromiso teniendo en cuenta la naturaleza de los analitos y la

propia matriz de la muestra.

La adicién de disolventes orgdnicos a la muestra puede ayudar a minimizar la
pérdida de analitos a causa de la adsorcidn de éstos en las paredes de los viales que los
contiene [197], pero el volumen no debe superar el 5% del total del volumen de
muestra porque dependiendo de la naturaleza de la matriz de la muestra, la afinidad

de los analitos por el polimero de PDMS puede verse afectada.

El proceso analitico comprende basicamente dos pasos: la extraccion o
enriguecimiento de los analitos en la fase extractante y posteriormente la etapa de
desorcion de los compuestos desde el material adsorbente al sistema cromatografico.
Durante el proceso de extraccidn, las barras agitadoras se pueden colocar de forma
gue exista contacto directo con los solutos usando el modo de muestreo en inmersion

o espacio de cabeza, como aparece esquematizado en la Figura I1l.A.24.
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Figura 1l.A.24. Modos de extraccion en SBSE: A) inmersién, B) espacio de cabeza.

Después de la etapa de extraccidon, las barras se retiran y se lavan con agua
destilada con el objetivo de eliminar cualquier interferencia, como pueden ser sales,
azucares, proteinas u otras interferencias indeseables. A continuacién, se secan con un
papel para eliminar el agua y se procede con la etapa de desorcién que puede ser
térmica o liquida. La desorcion térmica es la mas directa y se encuentra limitada a
compuestos volatiles o semi-volatiles siendo el analisis por cromatografia de gases la
Unica opcién viable para su determinacién. La desorcidon térmica se considera una
aproximacion on-line puesto que hace posible la introduccién de manera directa y
completa de la muestra en el sistema cromatografico, dando lugar a una buena
sensibilidad y la posibilidad de la automatizacién. Por otro lado, la desorciéon liquida
estd mds indicada para compuestos no volatiles y termolabiles. El tipo de disolvente, el
tiempo en el que el polimero se encuentra sumergido en el disolvente y el nimero de
etapas de desorcidén son variables importantes durante este proceso, en el cual es
necesaria la inmersiéon completa de la barra agitadora en el disolvente dentro del vial,
bajo tratamiento mecanico o mediante sonicacion, para mejorar la eficiencia. La
desorcion liquida es una aproximacion off-line que permite operar en combinacién con

cromatografia de gases, cromatografia liquida o con electroforesis capilar.

3.1.2.3. Extraccidn con polimeros Ad/absorbentes de bajo coste

Ademas de las fibras de SPME (Supelco) y los twister de la SBSE (Gerstel) de
PDMS, estos materiales de bajo coste se encuentran disponibles en multiples disefios
(hoja o ldmina, cuerda y tubos; Figura 1l.A.25) siendo en términos de extraccién
analitica parecidos a la SBSE y a la SPME, pero con las ventajas de que son mas

baratos, flexibles y robustos. Ademas, existe la posibilidad de seleccionar el volumen
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de polimero segun las necesidades aunque lo habitual para el caso de los tubos es
. . , . . . 2
cortar piezas de 1 cm de longitud y en el caso de ldminas una superficie de 0.25 cm

para facilitar la desorcién en pequeiios volumenes de disolvente.

Figura Il.A.25. Formatos comerciales de PDMS: a) cuerda, b) tubo y c) ldmina

3.1.2.4. Aplicacion de la SBSE a la extraccion de PAHs en matrices acuosas

La LLE es considerada como un cldsico en la preparacion de muestra para el
analisis de PAHs en matrices acuosas y ademas esta estipulada en el estandar
respectivo (DIN EN ISO 17993 2004-03). Sin embargo, este método tiene varias
desventajas como la necesidad de grandes cantidades de muestra, uso de disolventes
organicos y posibles pérdidas de analito debidas a la adsorcidon en la superficie del

material [198].

Métodos de extraccion alternativos basados en el equilibrio como Ia
microextraccion en fase sélida (SPME) o la extraccién con barras agitadoras (SBSE) han
sido desarrollados y bien establecidos para el anadlisis de PAHs. Estos métodos son
normalmente mas rapidos que la LLE, requieren menos cantidad de muestra y

proporcionan mejores limites de cuantificacion (limits of quantification, LOQs) [199].

Existen estudios en los que se han testado métodos de SPME y SBSE en matrices
acuosas con alto grado de complejidad frente a la LLE y la SBSE ha mostrado ser un
método lo suficientemente bueno para poder analizar este tipo de muestras. Hay que
sefialar que el principal inconveniente cuando se trabaja con matrices que presentan
gran cantidad de material particulado, coloides y materia orgdnica disuelta (disolved
organic matter, DOM), tanto la SPME como la SBSE normalmente sélo detectan la

fraccién de PAHs que se encuentra disuelta en la fase acuosa, pero no los compuestos
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adsorbidos a la DOM o los que se encuentran unidos a los coloides. No obstante, los
PAHs unidos a coloides pueden ser accesibles hacia la SBSE, puesto que las barras
agitadoras contienen mayor cantidad de material adsorbente que las fibras de SPME.
Kriiger y col. [198] desarrollaron un método de SBSE simple propuesto como método
alternativo a la LLE que ofrece recuperaciones muy razonables comprendidas entre el
82 y el 104 %. En el 2015, Kriiger y col. [199] compararon la SBSE y la SPME. Los
resultados corroboraron que la SBSE estd menos afectada por matrices complejas

obteniendo una mejor reproducibilidad de los experimentos que para la SPME.

Habitualmente, la determinacion de PAHs en muestras acuosas suele llevarse a
cabo con equipos de cromatografia liquida de alta resoluciéon acoplados con un
detector de fluorescencia (HPLC-FL). Para el proceso de extraccion mediante SBSE, el
material empleado, ya sea en formato twister recubiertos de PDMS, tubos o cuerdas,
es necesario someterlo a un tratamiento de acondicionamiento (en muchos casos con
disolventes tipo acetonitrilo o metanol). Para la desorcidn, algunos de los métodos que
se van a describir en este apartado de la Tesis implican una etapa off-line con
disolventes en pequefios volumenes (microlitros, pL) (Tabla 1.A.14) y otros
directamente seran extraidos mediante desorcion térmica en el caso de emplear un

cromatdgrafo de gases como se muestra en la Tabla 11.A.15.

88



3.TECNICAS DE EXTRACCION

V41 9P %56 3P 11 00T A “HN-ES-TIIN-IV 2P W 05 ‘SHIAID 2P 11 0€ “IDHD 2P T 0ST ‘SIALLIA 9P 111 00T ‘INSAd-HO 3P SW STT : *HN-€S-TIN-IV/SINAd q
|98-]0s 0sa20ud |2 91uelpaw saiopejiSe seaueq se| ap uoldesedasd A ojusiwIgNIRY

sopiuoseJyn

q‘e NT_Z
-€S-TIN-IV/SINAd

dlp-o-cZ'1ll
‘d[1'y‘8]g
‘v[y‘elaaq ‘dlelg

[eoz] ¥6'2-S0°0 d14-21dH ap oueq (wrd 4 002) uiw 0z ap ojUBIWALIgNIAY 0T ‘4[q]ga‘s1¥d “did
us ulw ot uod ‘vlelg ‘4on1d
elopeyiSe edieg ‘INV ‘N34 ‘N4
‘IOV ‘ADV ‘14VN
€2°2-€00 (9) (HOW) (wda0oot) uiw o€ (9)  (WWT x Ww 07) (nus u1) (00S) 3S9S-SH() . .
) ) sopluosesyn . dld "HONT4 "LNV
[cocl  tv'e-so0(a) di14-21dH (w-d4000€) UIWQS (d4)  «SINAd Sp 0J43seD (gey) (0os) 3sgas-1a(a) e,
ap oueq N34 ‘30V ‘1L4VN
SL'€-60°0 () Usuny . (wd000p) ulw o€ (B) 031D Jopendy (9e1)(10T) 3s8S-42(e)
(NOY) vly‘elaa
sopiuosenn 3509=5 ‘vela ‘4on1d
[Toz] €150 a14-01dH op oueq AE.Q.UU- v i o (I vZ) 4o1s1m1 ov ‘dlpa-€TTll
= ’ ‘d[1'y‘8]qa ‘d[ela
uisulw g , ,
4019 ‘4[alg
dlp-2-€Z'Tll
(NOY) ‘d[1'y‘s]qa
‘vly‘elaaq ‘dlelq
sopluoseJyn Qjualque g1 . . ,
[oo7] 110 did-21dH . (1M8) sad soqnl 0T 4[q]la‘sI¥d Hid
ap oueq (w-d oog) sedoy € , .
v([elg ‘yonTd
us ulw QT ‘ ‘ ‘
INV ‘N34 ‘N4
IOV ‘ADV ‘14VN
(:-18u) uoldIeIIXD onnisodsip ap
JoN aol uopeulw.ialag uod10sag 9p sauonipuo) odi Auawnjon (Tw) esasanw uswnjopn solljeuy

‘a14-21dH A 3s9S 21uelpaw sepinbj| sealsanw ua SHyd uezijeue anb ejjea3o1|qiq ] ud SOPIS0I34 SOPOIDW SO| P UdBWNSAY "HT'V'Il ejqeL

89



II.A.PREPARACION DE MUESTRA

Tabla 11.A.15. Comparacion de los limites de deteccidén obtenidos mediante diferentes

aproximaciones para la determinacion de PAHs en agua.

LODs para PAHs (ng L™)

Matriz de la Ref
muestra
Método NAFT ACE FEN ANT FLU PIR
PDSM-SBSE-TD-
0.32 0.17 0.23 0.43 1.15 0.95 Agua de mar [204]
CG-MS
PDSM-SBSE-TD- Muestras
0.5 1.5 0.8 1.2 0.1 0.7 [205]
CG-MS acuosas
Solucién
PDSM-SBSE-TD-
31.9 3.07 7.01 1.73 4.79 4.33 fortificada con [206]
CG-MS
30% MeOH
PDMS-SBSE-
0.1 3.7 8.9 1.3 0.1 0.5 Té (mate) [207]
HPLC-FLD
PDSM-SBSE-
0.2 1.3 0.4 0.2 1.5 0.7 Agua de lluvia [208]
HPLC-FD
0.36° 0.15° 0.05° 0.17° 3.41° 0.19°
Portable PDMS- ) b ) b b )
0.10 0.06 0.06 0.03 2.23 0.06 Agua Milli-Q [202]
SBSE-HPLC-FD
0.26° 0.22° 0.09° 0.27° 3.75° 0.27°

®SBSE
® HSSE
©CF-SBS
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3.2. Muestras sdlidas

La preparacidon de muestra es un paso crucial en el proceso analitico. El andlisis
de los compuestos de interés es a menudo un proceso complejo, en el que las
interacciones entre el analito y la matriz son mas significativas. En este sentido cabe
sefialar la presencia de compuestos interferentes que pueden dar lugar a una
supresion o aumento de la sefal cromatografica (denominado efecto de matriz)

afectando a la sensibilidad del método.

La extraccion Soxhlet fue introducida a mitad del siglo XIX y desde entonces
siempre se ha considerado como método de referencia para asegurar la eficiencia de
extraccion de cualquier nueva metodologia. Para la extraccion, la muestra debe estar
totalmente pulverizada y ésta se introduce en un cartucho de material poroso que va
habilitado en la camara de extractor Soxhlet. En el matraz se calienta el disolvente, con
el que se extraerdn los analitos solubles y, cuando se condensan los vapores, éstos
caen sobre el cartucho que contiene la muestra. Cuando el nivel del disolvente
condensado en la camara alcanza la parte superior del sifén lateral, el disolvente, con
los analitos disueltos asciende por el sifon, y retorna al matraz de ebullicion. Este
proceso se repite hasta que se completa la extraccion de los analitos de la muestra y se
concentran en el disolvente. Esta técnica permite obtener recuperaciones

cuantitativas.

Otra técnica convencional para la extraccion de contaminantes es la extraccion
asistida por ultrasonidos (ultrasound-assisted solvent extraction, USE). La radiacion de
ultrasonidos, cuando es transmitida a través de un medio, genera una perturbacion
gue, si se repite peridodicamente, crea ciclos de expansion y compresion [209]. Cuando
la intensidad de los ultrasonidos es lo suficientemente alta durante el ciclo de
expansion se crean burbujas o cavidades. La cavitacién es el proceso por el que las
burbujas se forman y luego se someten a colapso implosivo. El efecto mecanico de los
ultrasonidos induce una mayor penetracion del disolvente en matrices sdlidas y la
erosiéon mecanica de solidos, incluyendo la rotura de las particulas, lo que mejora la
transferencia de masa, conduciendo a una mayor eficiencia de la extraccién. La

sonicacién proporciona un contacto eficiente entre el sélido y el agente de extraccién,
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gue por lo general resulta en una buena recuperacién del analito. El proceso se lleva a
cabo mas comidnmente usando un bafio de ultrasonidos, o empleando una sonda

ultrasénica [210].

Técnicas instrumentales de extraccion

Las matrices sdlidas o semi-sdlidas son a menudo mas complicadas y exigentes.
Normalmente, deben encontrarse en una forma liquida para poder ser introducidas en
los equipos de medida, a menos que sélo la parte volatil de la muestra sea la de interés
ya que en este caso se emplean técnicas de desorcion térmica que ayudan a aislar o
concentrar el analito. En la mayoria de los casos, la matriz de la muestra puede ser
insoluble en disolventes comunes. Hay muchos casos en que los analitos no se
transfieren facilmente a partir de una matriz insoluble debido a la inclusién o la
adsorcidon. La transferencia de masa de los solutos al seno de una fase liquida,
empleando normalmente disolventes como el metanol o etanol, es bastante lenta
siendo éste el paso determinante durante el procedimiento de preparaciéon de la
muestra. Nuevos enfoques y dispositivos para mejorar la transferencia de masa
durante la extraccién han proporcionado mejores rendimientos, gran automatizacion y
mejor reproducibilidad. Las técnicas a las que se hacen referencia son la extraccion con
liquidos presurizados (Pressurized Liquid Extraction, PLE), la extraccion asistida por
microondas (Microwave-assisted Extraction, MAE) y la extraccion con fluidos

supercriticos (Supercritical Fluid Extraction, SFE) [211].

La extraccion con liquidos presurizados (PLE) conocida también como extraccidon
con fluidos presurizados (PFE) es una técnica de preparacidon de muestras que combina
temperatura y presién elevadas con disolventes liquidos para lograr la extraccién
rapida y eficiente de los analitos a partir de la matriz sélida debido fundamentalmente
a los efectos en la solubilidad, la transferencia de masa y la ruptura del equilibrio
superficial. PLE tiene varias ventajas sobre otras técnicas de extraccién (como por
ejemplo Soxhlet o microondas), tales como una mayor eficacia de la extraccién, mejor
reproducibilidad, reduccion del consumo de disolvente y de manipulacion de la
muestra y mayor rendimiento de la muestra debido a su alto grado de automatizacion

[212].
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En la extraccion asistida por microondas (MAE) la energia de microondas se
utiliza para calentar disolventes en contacto con muestras soélidas o liquidas
promoviendo la particiéon de los analitos de la matriz de la muestra al disolvente de
extraccidén. La energia de microondas es una radiacidon no ionizante (frecuencia 0.3-300
GHz) que causa el movimiento molecular por la migracién de los iones y la rotacion de
los dipolos. Por lo tanto, el principio de MAE se basa en el efecto directo de las
microondas sobre las moléculas del sistema de extraccion causadas por dos
mecanismos, la conduccidn iénica y la rotacién dipolar. La conduccion idnica genera
calor debido a la resistencia del medio al flujo de iones. La rotacién dipolo se refiere al
movimiento alternativo de las moléculas polares que intentan alinearse con el campo
magnético. Las multiples colisiones de las moléculas generan liberacién de energia y
por tanto un incremento de la temperatura del disolvente favoreciendo la migracién

de los analitos de la muestra [213].

La extraccion con fluidos supercriticos (SFE) es una técnica que utiliza un
disolvente en su estado supercritico. Los fluidos supercriticos presentan propiedades
intermedias entre un gas y un liquido lo que favorece su penetracién en diferentes
matrices y, por lo tanto la solubilizacion de los solutos. Ademas, la densidad puede
ajustarse variando la presion y la temperatura, de modo que pueden realizarse

extracciones altamente selectivas [214].

3.2.1. Dispersidon de matriz en fase sélida

La técnica de la dispersion de matriz en fase sélida (matrix solid-phase
dispersion, MSPD) fue introducida por vez primera en 1989 por Barker y col. [215] para
llevar a cabo la extraccidn de residuos procedentes de la ingestidn de farmacos en
tejido bovino. Desde entonces, la MSPD ha sido considerada como una técnica
eficiente y versatil para la separacion de un amplio abanico de sustancias, como
pesticidas, farmacos o compuestos de origen natural, a partir de una amplia variedad

de muestras de origen animal y vegetal.

La MSPD se podria definir como un proceso de extraccion soélido-sélido en el

cual una de las fases es la matriz sélida (o semi-solida) investigada y la otra es la
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designada como adsorbente. Aunque en la préactica este procedimiento fue
desarrollado para muestras sélidas, su aplicacidon se extendid muy pronto a muestras

viscosas y liquidas.

El éxito creciente de la MSPD se debe sobre todo a su simplicidad (no requiere
instrumentacion o equipamiento especifico), flexibilidad y robustez comparado con
otros métodos de preparacién de muestra. Las condiciones de extraccidon son suaves
(temperatura ambiente y presidon atmosférica) lo que permite la preservacién de los
analitos de la degradacidn o de la desnaturalizacién. No obstante, se puede combinar
conjuntamente con PLE para incrementar las recuperaciones de los compuestos que

interaccionan fuertemente con la matriz.

Una importante desventaja frente a otras técnicas es la imposibilidad de

automatizacién, representando esto un gran obstaculo en anlisis de rutina.

3.2.1.1. Etapas de la MSPD

El procedimiento basico de esta técnica consiste esencialmente en tres pasos,

como se puede observar en la Figura 11.A.26:

1) El primer paso consiste en colocar la muestra (sdlida, semi-solida, viscosa o
liquida) en un mortero de vidrio o 4gata en el que se halla el material
dispersante para moler conjuntamente todo con la ayuda de una mano de
mortero con el objetivo de conseguir la disrupcion de la estructura de la
muestra y lograr de esta manera una distribucion homogénea por todas las
particulas del soporte sdélido. Un parametro critico es la relacidén
muestra/adsorbente (generalmente 1:1-1:4) el cual depende del tipo de
muestra y las caracteristicas fisico-quimicas del material adsorbente.

2) La mezcla pulverizada es transferida y empaquetada en una columna o
cartucho de SPE, normalmente de polipropileno. Los mecanismos de retencidn,
basados en un conjunto de equilibrios de particion y/o adsorcién (similares a
los que ocurre en una columna cromatografica), son los responsables de la
distribucién de los analitos entre la muestra dispersada y el disolvente de

elucidn.

94



3.TECNICAS DE EXTRACCION

3) Finalmente, el Ultimo paso consiste en la elucidn de los analitos de interés con

el disolvente o mezcla de disolventes apropiados.

Dependiendo de la naturaleza del material adsorbente seleccionado, se
puede realizar un paso previo de limpieza mediante la retencién irreversible en la
columna de componentes especificos de la matriz. Se conoce como limpieza on-line
y la purificacion de la muestra se consigue introduciendo una capa de co-
adsorbente al final del cartucho de MSPD. Otra alternativa que incrementa la
selectividad de la extraccion es llevar a cabo un lavado previo en el protocolo antes

de la elucién de los analitos.

3
1 Transferencia 'y
empaquetado de la Elucién
mezcla

Muestra + dispersante !Ll' _-J\ Muestra

dispersada r

O

Disrupcion y dispersion ' Co-columna

(opcional)

Figura II.A.26. Representacidén esquematica de las etapas del proceso de MSPD.

3.2.1.2. Pardmetros que influyen en el proceso de extraccion mediante MISPD

La aplicaciones clasicas de esta técnica emplean adsorbentes de fase reversa
como dispersantes, siendo el octadecil-silica (C1g) el mds empleando aunque también
se han considerado fases de Cg y C30[216-218]. El empleo de este tipo de materiales ha
sido destinado a la retencidn selectiva de compuestos con polaridad media o poco
polares. En los ultimos afos, se ha observado que el reemplazo de C;g por amino-propil
silica (amino-propyl silica o primary and secondary amine, PSA) ofrece buenos
resultados puesto que su caracter intercambiador aniénico conduce a una buena
selectividad debido a la retenciéon de acidos grasos presentes en gran numero de

muestras de alta complejidad. Otro tipo de adsorbentes con fases no enlazadas son los
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de fase normal y entre ellos los ejemplos mas caracteristicos son la silice, la alimina y
el florisil. Este tipo de fase solamente interacciona con la muestra mediante adsorcidn
siendo imposible la descomposicidon de la matriz de la muestra. Las propiedades de
adsorcién de estos materiales dependen de su contenido en agua o de su caracter
acido o bdsico. Finalmente, existen los soportes sélidos inertes, como son la celita, la
tierra de diatomeas o la arena. Estos tienen un Unico papel abrasivo para asegurar la
completa disrupcion de la muestra. Mas recientemente, nuevos materiales
adsorbentes se van abriendo camino entre las aplicaciones de la MSPD, entre ellos nos
encontramos con los polimeros de impronta molecular (molecularly imprinted

polymers, MIPs) y materiales basados en el carbono.

La seleccion del disolvente(s) de elucién es muy importante ya que el objetivo es
la elucidn de los analitos de interés aunque a veces se puede utilizar un paso previo de
lavado dirigido especificamente a la eliminacién de sustancias interferentes. Las
columnas de MSPD permiten la separaciéon y el aislamiento de analitos con diferentes
polaridades o incluso una familia entera de compuestos en un Unico disolvente o en
diferentes disolventes cambiando la polaridad, lo que permite una separacién multi-
residuo. Sustancias poco polares se pueden recuperar con disolventes apolares, como
hexano o diclorometano, o incluso una mezcla de ambos. Si por el contrario nos
encontramos con compuestos de polaridad media o alta, el acetonitrilo, la acetona o el

acetato de etilo son buenas alternativas.

En cuanto a la matriz de la muestra, ésta puede necesitar de un paso extra en el
gue se trata de cambiar su estado de ionizacion de manera que permita las
interacciones necesarias entre la fase enlazada del soporte y/o el disolvente de
elucién. Una forma de lograr este propdsito es mediante la adiccion de agentes

quelantes, acidos, bases, etc.

3.2.1.3. Aplicaciones de la MSPD para la determinacion de COXIBs

En los ultimos afos la MSPD ha sido empleada para la determinacion de una
gran variedad de compuestos quimicos en diversas matrices, tanto alimentarias [219-

221] como bioldgicas [222,223] o medioambientales [224-227].
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Hasta la fecha no existen aplicaciones directamente relacionadas con la
extracciéon de COXIBs empleando la metodologia de la MSPD. La Unica evidencia de un
posible inicio en este campo es el trabajo realizado por Aguilar-Arteaga y col. [228] en
el que se ha puesto a punto un método de rutina para el andlisis de cuatro NSAIDs
(acetaminofen, naproxeno, diclofenaco e ibuprofeno) en muestras de agua residual. La
idea de poder llevar a cabo la extraccidon de los cuatro NSAIDs fue concebida bajo la
premisa de lograr la sintesis de unos soportes magnéticos funcionalizados con
diferentes adsorbentes, como los empleados en la MSPD, recubiertos de magnetita. La
metodologia general implica la dispersidén magnética de la matriz seguido del analisis
mediante la cromatografia liquida con deteccién ultravioleta. Los soportes magnéticos
fueron inicialmente dispersados en las muestras con la ayuda de Triton X-100, después
los soportes fueron separados magnéticamente y los analitos fueron eluidos con
metanol. Se encontraron recuperaciones elevadas, superiores al 90% con un soporte
gue contenia cadenas de octil (Cg) cuando las muestras se ajustaban a pH 3. Los limites

de deteccidén se encontraron entre 1-2 ug L™
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4. METODOS DE DETERMINACION

La Unién Internacional de Quimica Pura y Aplicada (IUPAC) ha propuesto la
siguiente definicién para la cromatografia: la cromatografia es un método fisico de
separacion, en el que los componentes a separar se distribuyen en dos fases, una
estacionaria (fase estacionaria) y otra que se mueve (fase movil) en una direccion
definida [229]. La separacion se produce en funcion de las diferencias en los
coeficientes de distribucion de los distintos componentes de la muestra entre las dos
fases. Las técnicas cromatograficas han sido mas valiosas que cualquier otra en lo
referente a la separacion y en el andlisis de mezclas muy complejas, habiendo

revolucionado las posibilidades de la quimica analitica.

Los dos tipos principales de cromatografia son la cromatografia de gases y la
cromatografia de liquidos. Ambas técnicas son ampliamente empleadas para la
separacion de PAHs [230] asi como de los COXIBs, acopladas a diferentes sistemas de

deteccion.

4.1. CROMATOGRAFIA LIQUIDA

Las razones fundamentales de la popularidad alcanzada por esta técnica son su
sensibilidad, su facil adaptacion a las determinaciones cuantitativas, su idoneidad para
la separacion de especies polares, no volatiles o termolabiles, y sobre todo, su gran
aplicabilidad a sustancias que son de primordial interés en la industria y en muchos
campos de la ciencia, como por ejemplo aminodacidos, proteinas, hidrocarburos,

drogas, plaguicidas, antibidticos esteroideos y no esteroideos, etc.
4.1.1. Sistemas de deteccion

4.1.1.2. Detectores de absorbancia Ultravioleta-Visible

La absorcion de radiacion ultravioleta y visible por parte de las moléculas ocurre
en una o mas bandas de absorcidn electrénicas, cada una de las cuales se compone de
muchas lineas juntas, pero discretas. Cada linea surge de la transicién de un electrén

del estado fundamental al excitado.

La absorcion de radiacién por moléculas organicas en la region del espectro con

longitudes de onda comprendidas entre 180 y 780 nm resulta de la interaccién de
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fotones y electrones que participan de manera directa en la formacion de enlaces o
que se localizan en torno a atomos como los de oxigeno, azufre, nitrégeno y

halégenos.

La longitud de onda a la que absorbe una molécula orgdnica depende de la
fortaleza de los enlaces de sus electrones. Los electrones compartidos en los enlaces
simples carbono-carbono o carbono-hidrégeno estan sujetos con tal firmeza que su
excitacion requiere energias que corresponden a la longitud de onda de la regién
ultravioleta al vacio inferior a 180 nm. No se utilizan este tipo de espectros de enlace
simple para aplicaciones analiticas debido a las dificultades experimentales que
presentan. Los electrones de enlaces dobles y triples de moléculas organicas se sujetan
con menos fuerza excitandose mediante radiacién con mas facilidad, asi pues las

especies con enlaces no saturados exhiben picos de absorcién utiles.

Esta técnica espectrofotométrica se puede aplicar a compuestos organicos que
presentan grupos cromoéforos (grupos organicos funcionales no saturados que
absorben en las regiones ultravioleta o visible), aunque también se aplica a algunas
especies inorganicas que también absorben, puesto que algunos iones de metales de
transicién adquieren color en disolucidn siendo posible determinarlos mediante esta
técnica [231]. En el pasado la determinacién de PAHs mediante cromatografia liquida
(HPLC) se llevaba a cabo empleando detectores UV [232]. Sin embargo, es bastante
conocido que esta técnica presenta problemas de selectividad y limitaciones en la
sensibilidad, no siendo capaz de discriminar interferencias de matriz, sobre todo en
aquellas que muestran gran complejidad. Por el contrario, el detector de fluorescencia

(FL) es mucho mas selectivo y sensible que el de UV.

4.1.1.3. Detectores de espectrometria de fluorescencia molecular

La fluorescencia es un proceso de fotoluminiscencia en que atomos y moléculas
se excitan con la absorcion de la radiacion electromagnética. La fluorescencia
molecular se cuantifica al excitar la muestra a la longitud de onda de absorcion,
también conocida como longitud de onda de excitacidén, y medir a una longitud de
onda mayor, denominada longitud de onda de emision o fluorescencia. Generalmente

la emision de fluorescencia se mide en dngulo recto al haz incidente, para no medir la
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radiacion incidente. La emision que tiene un tiempo de vida mas corto se conoce como
fluorescencia, mientras que la luminiscencia que permanece por mas tiempo se

denomina fosforescencia.

La caracteristica mas atractiva es su sensibilidad inherente, habitualmente de
uno a tres érdenes de magnitud mayor que con la espectroscopia de absorcién. Otra
ventaja de los métodos de fluorescencia es su amplio intervalo de concentracién lineal,
aunque cabe destacar que dichos métodos tienen menos aplicaciones que los de
absorcién dado el limitado numero de sistemas quimicos que presentan fluorescencia
apreciable. Asi pues, la cromatografia liquida acoplada a FL fue ampliamente extendida
para la determinacidon de PAHs en diferentes matrices aprovechando sus propiedades
fluorescentes, incluyendo comestibles y bebidas, debido a su simplicidad con respecto
a otros sistemas de deteccidn [233]. Algunas de las caracteristicas de FL que presentan

los PAHs son [234]:

I.  La mayoria de los hidrocarburos aromaticos sustituidos exhiben fluorescencia
en la region ultravioleta o visible.

II. Los espectros de absorcion y fluorescencia de estos compuestos tienden a
desplazarse a longitudes de onda mayores a medida que el nimero de anillos
aromaticos aumenta.

Ill.  Para cierto numero de anillos aromaticos fusionados es comun observar que
sistemas con anillos lineales presentan fluorescencia a longitudes de onda
mayores que los sistemas no lineales. Por ejemplo, el hidrocarburo aromatico
lineal de tres anillos, Antraceno, exhibe su pico de fluorescencia mas intenso a
400 nm, mientras que el Fenantreno exhibe su maximo de emisidn sobre los
365 nm. Estas diferencias en la absorcidén y en la fluorescencia maxima, nos da
la oportunidad de diferenciar los PAHs presentes en mezcla, aunque las
posibilidades se encuentren restringidas por el ancho de los espectros
individuales.

IV.  El espectro de fluorescencia de los PAHs es algo menos complicado que el de
absorcién y la posibilidad de solapamientos espectrales en mezclas es mayor en

el fendmeno de absorcién que en el de fluorescencia.
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V.  En comun con otras moléculas orgdnicas, los PAHs no presentan fosforescencia

en disolucion.

4.1.1.4. Detectores de espectrometria de masas

En la presente Tesis Doctoral se ha utilizado la cromatografia liquida en
combinacidn con la espectrometria de masas en tdandem. En concreto se ha utilizado
un sistema hibrido de tipo cuadrupolo tiempo de vuelo (Q-TOF) para el analisis de

COXIBs en muestras de agua y lodos.

Los espectrometros de masas constan de 3 partes esenciales: una fuente de
ionizacién, un analizador de masas selectivo y un detector de iones. La muestra esta

sometida a una sucesion de pasos:

1) lonizacidn: la muestra en fase gas o vapor se ioniza en la fuente. En esta etapa
el espectrometro de masas genera iones en fase gas mediante algunos de los
procedimientos que posteriormente se describiran.

2) Aceleracidon: una vez que los iones se forman, éstos son inmediatamente
centrados y acelerados por una serie de lentes electronicas, para aumentar su
energia cinética.

3) Separacion: los iones son ‘filtrados’ por el analizador de acuerdo a su
proporcion masa/carga (m/z).

4) Deteccion: después de la separacién, los iones terminan su camino cuando
alcanzan el sensor de deteccion, el cual mide la carga eléctrica y amplifica la
corriente idnica.

5) Visualizacion del espectro de masas resultante del tratamiento de la sefal

enviado por el detector.
4.1.1.4.1. Paradmetros de calidad

» Resolucion: este término es siempre relevante en la separacion de iones
con valores de m/z diferentes. En espectrémetros que separan iones
empleando campos cuadrupolares (trampa de iones cuadrupolar y
cuadrupolos de transmision) la resolucién es constante a lo largo de la

escala m/z.
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» Poder de resolucién: por definicidn se describe como la habilidad que posee
el espectrémetro de masas para distinguir entre dos iones vecinos que
difieren solo ligeramente en sus masas. Empiricamente se expresa como la
relacion M/AM donde M es la masa del pico y AM es la diferencia entre los
picos del espectro de masas.

» Exactitud de masas: la exactidud de masas compara la m/z medida por el
instrumento con la m/z tedrica correspondiente a un determinado ion. La
medida de los valores de m/z de estos iones se presenta en partes por
millén (ppm). La definicién de ppm en espectrometria de masas se puede

describir como:
ppm=[(E-A)/E] x 10°

donde E es la masa exacta calculada de un determinado pico y A la masa
exacta medida para dicho ion. A veces también se expresa en MDa (E-A).

» Limite superior de masa: todos los espectrémetros pueden determinar la
proporcion m/z hasta un valor maximo. El mayor valor de masa, en Daltons,
dependerd del nimero de cargas z que el idn soporta, por ejemplo, si el
espectrometro es capaz de medir m/z hasta 2000, seria posible detectar un
ion de masa 80 kDa soportando 40 cargas elementales (g= 40e).

» Sensibilidad: se define como la variacion de la corriente idnica que genera
un cambio en la cantidad de analito en la fuente de ionizaciéon. Viene dada
por el peso de la muestra consumida por segundo (por ejemplo, pg/s o
femtomoles/s) para obtener una sefal de intensidad normalizada. Puesto
que el haz de iones persiste solamente en un periodo corto de tiempo,
existe una renovacion permanente y dindmica de iones: los espectros son

obtenidos mediante el escaneo repetitivo.

4.1.1.4.2. Métodos de ionizacion para HPLC para el acoplamiento a espectrometria de
masas
La ionizacién del analito es el primer paso crucial para el andlisis de cualquier

clase de compuestos por espectrometria de masas. La clave del éxito recae en gran
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medida en la conversidn de unos compuestos neutros en especies idnicas en fase

gaseosa [235].

En cromatografia liquida acoplada a espectrometria de masas (Liquid
Chromatography coupled Mass Spectrometry, LC/MS) una de las etapas mas criticas
consiste en eliminar el disolvente del eluato cromatografico manteniendo un nivel de
vacio adecuado en el espectrémetro de masas para generar los iones en fase gas. Para
evitar este problema se desarrollaron una serie de interfases, siendo las técnicas de
ionizacion a presion atmosférica (API), en las que dicha interfase funciona como fuente
de ionizacidn, las que han logrado solventar dichos problemas. Entre ellas cabe resaltar

las siguientes:

» lonizacion por electrospray o electronebulizacién (ESI)
» lonizacion quimica a presion atmosférica (APCl)

» Foto-ionizacidn a presién atmosférica (APPI)

En esta Tesis doctoral se ha empleado la ionizacién por electrospray (electropray
ionization, ESI) en todos los analisis realizados mediante LC/MS. ESI es una técnica
aplicable a un gran rango de compuestos en fase liquida. Ha tenido gran impacto en la
caracterizacion de biomoléculas de elevado peso molecular, llegando a ser la interfase
mas satisfactoria para las aplicaciones LC/MS vy electroforesis capilar acoplada a
espectrometria de masas (Capilar Electrophoresis coupled Mass Spectrometry, CE/MS)
[236,237]. Se trata de un proceso que produce un fino espray de gotas altamente
cargadas bajo la influencia de un campo eléctrico intenso. La evaporacion del
disolvente convierte esas gotas cargadas en iones en fase gas. La muestra, en el
disolvente adecuado, fluye continuamente por un tubo capilar de acero inoxidable
cuyo extremo estd sometido a un alto potencial con respecto a la region de las paredes
circundantes que se encuentran a presiéon atmosférica, llamada contraelectrodo. La
diferencia de potencial ente el extremo del tubo y capilar y el contraelectrodo produce
un campo electrostatico suficientemente fuerte para dispersar la disolucidon emergente
en una fina niebla de gotas cargadas. La evaporaciéon de dichas gotas es asistida por
una corriente de gas de nitrégeno. Durante el proceso de evaporacién de las gotas,

algunos de los iones disueltos son transferidos a la fase gas. Los iones resultantes son
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transportados desde la regidén de presidon atmosférica a la de alto vacio del analizador

de masas.

Los iones formados en la etapa de ionizacidn son separados en el analizador de
acuerdo a sus valores de masa/carga (m/z) basado en sus comportamientos frente a la
aplicaciéon de campos eléctricos y/o magnéticos. Para su uso en sistemas
cromatograficos, los analizadores deben de medir un amplio rango de masas en un
tiempo muy corto, por lo que muchas medidas (al menos 10) se pueden hacer en cada
pico cromatografico. Lo ideal es que el analizador sea capaz de distinguir entre
diferencias muy pequefas de masa y permitir el paso del nimero de iones suficientes

para producir corrientes iénicas faciles de medir.

4.1.1.4.3. Tipos de analizadores

El analizador cuadrupolar (Figura 11.B.27) es probablemente el mas utilizado. Un
cuadrupolo consiste en cuatro barras de metal (electrodos) paralelas. La separacién de
masas se produce en funciéon del movimiento vibratorio estable de iones oscilando a
alta frecuencia en un campo eléctrico creado por potenciales de corriente continua
(DC) y radio frecuencia (RF) en estos electrodos [238,239]. Bajo un conjunto de
potenciales definidos de DC y RF, los iones con un valor concreto de m/z atraviesan la
geometria de barras cuadrupolares. El espectro de masas se obtiene cambiando ambos

potenciales DC y RF mientras su relaciéon se mantiene constante.

HACIAEL
DETECTOR

rodillos cuadrupolares

ion resonante

ion no resonante

entrada

Figura 11.B.27. Esquema representativo de un analizador cuadrupolar simple.
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Los cuadrupolos tienen distintos modos de transicion de iones:

= Modo SIM: los potenciales de RF y DC se mantienen constantes y soélo los iones
con un valor especifico de m/z pueden atravesar el analizador, el resto de iones
chocan con los rodillos y no llegan al detector.

= Modo SCAN: los potenciales se varian linealmente manteniendo constante la
relacién RF/DC. El resultado es la filtracion continua de los iones con m/z

crecientes, dando lugar al espectro de masas de la molécula de partida.

Este tipo de analizadores ha sido usado tanto en analisis de farmacos como en
todo tipo de contaminantes medioambientales. Su aplicacién permite la determinacién

de un gran nimero de compuestos [240].

Otro analizador popular por su simplicidad es el analizador de tiempo de vuelo
(TOF) (Figura 11.B.28). El principio basico de separacién de iones fue conceptualizado
por Stephens en 1946 [241]. Este analizador de masas consiste en un tubo de vuelo
libre de campo en el que los iones son separados en base a sus diferentes velocidades.
Un corto pulso de iones, de energia cinética definida, se dispersa con el tiempo cuando
viaja a través de un tubo de vuelo. Ademas los iones con menor relacion m/z viajan

mas rapido y llegan antes al detector que los de mayor m/z.

Algunas de las caracteristicas mas destacables son que poseen un rango de
masas ilimitado, sin embargo se pone cierta restriccidon al limite superior de dicho
rango a causa de la dificultad en la deteccidn de iones con valores muy elevados de
m/z y el ancho de los picos influenciados por la distribucion isotdpica; alta eficacia de
transmisién de iones, capacidad de deteccion multiplex, simplicidad en la operacién y

en el disefio del instrumento y su bajo coste.

La resolucién estd relacionada con la anchura de la sefial del conjunto de iones
con la misma masa cuando éstos llegan al detector. En la fuente de iones, éstos se
aceleran desde la regién de origen debido a la dispersién inherente en el tiempo
(formacién de los iones instantdnea), el espacio (localizacion de los iones en el
momento de aceleracién) y la velocidad (debido a la diferencia de energia cinética

inicial en los iones). Estos son los tres factores que limitan la resolucién en un

108



4.METODOS DE DETERMINACION

instrumento de tiempo de vuelo. Para mejorar la resolucion y la exactitud de masas,

los TOF modernos incorporan aceleracién ortogonal o sistema de reflectrén [235].

Analizador
de masas
Time-of-
Flight
(TOF)

}Reﬂector

Deteccion
de iones

Generacion
de iones

Figura 11.B.28. Analizador de tiempo de vuelo con sistema de reflectrén.

4.1.1.4.3. Espectrometria de masas en tdndem

La espectrometria de masas en tandem (Tandem Mass Spectrometry, MS/MS)
se refiere al acoplamiento de dos etapas de andlisis de masas, ya sea en el tiempo o en
el espacio, para obtener informacion adicional respecto a LC/MS. Los experimentos en
MS/MS se pueden realizar en espectrometros de masas provistos con mas de un
analizador (usualmente con tres, siendo el intermedio aquel que actua como celda de
colisién). Uno de los espectrometros mas conocidos es el denominado espectrémetro
de masas de triple cuadrupolo (QqgQ). En esta estructura en tdndem el primer vy el
tercer cuadrupolo son analizadores de masa (Q) y el segundo cuadrupolo (q) opera en
el modo RF sirviendo como una celda de colision. El primer cuadrupolo Q; es usado
para la seleccion del idn precursor. El idn precursor es llevado a la celda de colisién (q)
donde tiene lugar el proceso de colisién del ién precursor con un gas inerte para dar
lugar a iones producto y el tercer cuadrupolo Qs proporciona un medio para analizar
todos los productos que salen de la celda de colisién. Esta técnica permite operar en

cuatro modos de trabajo:
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= Escaneo de productos: el primer analizador opera en modo SIM, seleccionando
una relacion m/z caracteristica del analito; el tercero opera en modo SCAN
generando el espectro de fragmentacién del ién anterior.

= Escaneo de precursores: ocurre lo contrario del primer caso, el primer
cuadrupolo hace un barrido de iones precursores (modo SCAN) y el tercero sélo
deja llegar al detector aquellos fragmentos comunes con una determinada
relacion m/z (modo SIM).

= Pérdidas neutras: ambos cuadrupolos trabajan en modo SCAN.

=  Multiple-reaction monitoring (MRM): ambos analizadores operan en modo
SIM. Este modo de trabajo es el mas sensible y por tanto, el que se emplea en

analisis cuantitativo.

Los sistemas hibridos cuadrupolo tiempo de vuelo (Q-TOF) consisten en un
cuadrupolo que filtra los iones y deja pasar a través de él solamente a aquellos iones
seleccionados que se enfocan hacia otro cuadrupolo que actia como celda de colisidn,
donde se bombea un gas inerte que choca con los iones produciendo una segunda
fragmentacion, y finalmente, este segundo cuadrupolo esta unido a un analizador de
tiempo de vuelo donde se separan los iones producto. Este sistema es una buena
aproximacion para aumentar la selectividad y evitar asi la apariciéon de falsos positivos.
En los dultimos afios su aceptacion ha significado una mejora en el analisis

medioambiental.

La aplicacion de esta técnica hibrida para andlisis permite la confirmacion
inequivoca de los contaminantes detectados. La eliminacion de falsos positivos evita
las ambigliedades debido a su técnica caracteristica de generacion de espectros de los

productos del ion con masas exactas mediante un barrido completo.

4.1.2. Aplicacion de HPLC/UPLC-FLD/UV para la determinacion de PAHs

La cromatografia liquida en fase reversa es la técnica mas utilizada para
determinacién de PAHs. También se ha empleado en gran medida la cromatografia de
gases acoplada a espectrometria de masas (GC/MS), pero ésta presenta una cierta
desventaja en cuanto a la separacién cromatografica de ciertos pares de picos y con

compuestos de alto peso molecular [242] debido a su baja volatilidad.
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Los sistemas de deteccién mas empleados para la determinacion de PAHs son la
fluorescencia (FL) y UV tras su separacion mediante HPLC. Una gran ventaja es que
estos detectores convencionales no son destructivos de la muestra por lo que existe la
posibilidad de colocarlos en serie y hacer la determinacién mediante estas dos vias en
una misma inyecciéon. A continuacién, en la Tabla I1.B.16 se muestran algunos ejemplos

recientes del empleo HPLC acoplado a detectores convencionales.

Tabla 11.B.16. Resumen de las condiciones empleadas en la bibliografia para el analisis
de PAHs en diferentes matrices empleando la cromatografia liquida acoplada a FL/UV

como método de determinacion.

Analito Matriz Preparacién  Separacion  LOQ (ngL?) Ref.
de muestra

Leche animal
(cabra y vaca)

16 PAHs EPA® Leche vegetal ELL HPLC-FD 0.66-33.3° [243]
(soja, almendra, arroz)
16 PAHs EPA
6(sin Asce) Agua (rio y lago) SBSE-UALD" HPLC-FD 0.05-2.94 [203]
FEN, B RI
BbF’B;AI’Dga hSA Caféy té Magnetic-SPE HPLC-FD [244]
PAH4° y PAHS® Miel HELL U(H)PLC-PDA  0.02-0.04° [245]
BbF BkF BaP
BghiP DBahA Café instantaneo SPE HPLC-FD 0.04-0.2 [246]
BaA 1123cdP
16 PAHs EPA’ Agua de lluvia SBSE HPLC-FD 0.2-1.5 [208]

a16 PAHs designados por la EPA: Ace, Acy, Flu, Naft, Ant, Fluor, Fen, BaA, BbF, BkF, Cris, Pir, BghiP, BaP, DBahA,
1123cdP

® PAH 4: BaP,Cris, BaA, BbF

¢ PAHS8: PAH 4 + BkF, BaP, DBahA, 1123cdP

d UAL?: ultrasonic assisted liquid desorption

‘gl

4.1.3.Aplicacién de LC-MS/MS para la determinacion de COXIBs

De acuerdo a los trabajos disponibles, la técnica analitica mds recomendada
para el analisis de compuestos farmacoldgicos es la LC-MS/MS. Se trata de una técnica
altamente fiable para la identificacién de los compuestos, aunque cabe la posibilidad
de la existencia de efectos de matriz durante la ionizacién y de ahi la necesidad de una
buena seleccién de patrén interno marcado isotépicamente o el empleo de adiciones

estandar para corregir dichos errores [247].
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Los NSAIDs estan entre el grupo de farmacos mas empleados por los humanos
en todo el mundo. Entre ellos, cabe destacar los NSAIDs de caracter acido, como el
ibuprofeno, diclofenaco, ketoprofeno y el naproxeno que han generado un gran
interés debido a su ya comentado y elevado consumo por todo el mundo y sus

propiedades fisico-quimicas y toxicolégicas [248].

Hasta la fecha, para los COXIBs no se han encontrado métodos encaminados a
su determinacion en matrices medioambientales, ni siquiera en métodos multianalito,
aungue se ha comentado la necesidad de su estudio. No obstante, para casos
enfocados en el dmbito hospitalario (fluidos biolédgicos), si se llevaron a cabo varios
desarrollos metodoldgicos con cromatografia liquida acoplada tanto a detectores de

masas como de fluorescencia.

En el caso de un método desarrollado en HPLC-MS/MS Werner y col. [249]
seleccionaron dos COXIBs: etoricoxib y valdecoxib. La matriz de estudio fue el plasma
humano siendo el método de extraccion escogido la LLE. La técnica analitica esta
basada en HPLC de fase reversa con una interfase de ionizacién quimica a presion
atmosférica (APCI) en positivo acoplada a una trampa de iones (QqLIT, LIT: linear ion
trap) que opera en modo masas en modo tandem vy las transiciones de ambos
compuestos se registraron mediante Selected Reaction Monitoring (SRM). Los limites
de cuantificacion bajos (lower limit of quantification, LLOQ) se sitian entre los 5y 10

ug L™ para valdecoxib y etoricoxib, respectivamente.

Otros métodos con detectores convencionales como el FL fueron utlizados en
este campo y en el analisis de muestras bidlogicas. Por ejemplo en la Tabla 1I.B.17 se

adjuntan un par de trabajos:
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Tabla 1I1.B.17. Resumen de las condiciones empleadas en la bibliografia para la

determinacién de COXIBs en matrices biolégicas empleando LLE.

LLOQ
Analitos® Matriz Extraccion Separacion Columna " Ref.
(mgL”)
ETC, VLD, Plasma Kromasil KR 100-5C;5
CLC humano LLE HPLC-UV (4.6 x 250mm, 5 pum) 0.1 [250]
Plasma CC 125 Nucleosil
Lmc® LLE HPLC-UV 120-3 Cg (4.6 X 0.01 [159]
humano
125mm, 3 um)

?S6lo se recogen los analitos estudiados en esta Tesis
b . .
LMC:Lumiracoxib
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I1l. RESULTADOS Y DISCUSION







[II.LMETODOLOGIA DESARROLLADA: PAHs

En la seccion de Resultados y Discusion de la presente Tesis se van a describir de
forma esquemadtica y concisa los pasos que se han realizado para llevar a cabo el
desarrollo de metodologias analiticas para la determinacion de dos familias de
contaminantes: la primera de ellas designados como contaminantes persistentes
(PAHSs) y la segunda como contaminantes emergentes (COXIBs). Asi mismo se recogen

una serie de publicaciones cientificas fruto de dicho trabajo.

A. CONTAMINANTES PERSISTENTES: PAHs

A lo largo de los ultimos afos, los hidrocarburos aromaticos policiclicos han
llegado a ser una de las familias de contaminantes medioambientales mds estudiadas.
Su formacién se debe bdsicamente a dos fuentes: la natural, que engloba los
yacimientos de carbon, petrdleo y alquitran; y la humana a través de actividades y
procesos industriales. Desde el punto de vista histdrico, fueron los primeros agentes
quimicos en ser reconocidos como causantes de tumores malignos en los seres
humanos. Debido a su potencial carcinogeneidad y mutageneidad, la contaminacidn en
el medioambiente acuatico ha suscitado un crecimiento del interés y preocupacion por
parte de organismos internacionales como la OMS o la EPA, cuya tarea se centra en

controlar estas sustancias en el medio ambiente.

La principal limitacion que presenta este tipo de compuestos en muestras
acuosas es su baja polaridad, presentando un caracter altamente hidréfobo. Un factor
importante a la hora de ejecutar experimentos es que éstos tienden a quedarse
adsorbidos en los recipientes que los contienen, generalmente de vidrio, dando lugar a
importantes errores en los resultados debido a la pérdida de dichos analitos. Una
solucién alternativa a este problema es la adicion de una pequeiia cantidad de

disolvente organico.

En el primer trabajo realizado se pretendié desarrollar una metodologia de bajo
coste alternativa a la tradicional extraccion liquido-liquido (ELL), a la extraccidn en fase
sélida (SPE) o la microextraccién en fase sdélida (SPME). Asi pues, la técnica que emplea

dispositivos poliméricos como fase extractante resulté en una opcidn simple y barata,
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ya que estos soportes solidos se encuentran disponibles en el mercado en diferentes
formatos y cantidades. Debido a su bajo coste, es posible utilizar uno nuevo en cada
analisis y evitar de esta forma problemas de contaminancién cruzada. En esta Tesis se
planteé el uso de laminas de PDMS, cuyo formato fue establecido en discos de un
tamafio y volumen determinado colocandolos de manera estratégica en los modos
inmersion directa (ID) y espacio de cabeza (EC) simultdaneamente. La extraccion de 24
PAHs, 16 de ellos designados como contaminantes prioritarios por la EPA y los “15+1”
establecidos por la UE, se ha realizado en diferentes muestras acuosas, entre ellas
aguas potables y procedentes de diferentes rios. Es importante destacar la simplicidad
de la técnica, aunque los tiempos de equilibrio son de aproximadamente 9 horas,
puesto que permite realizar muchas muestras simultdaneamente empleando poco

material instrumental y con escasa vigilancia por parte del trabajador.

Los limites de cuantificaciéon alcanzados se encuentran por debajo de los
permitidos por la legislacion internacional utilizando muy poco volumen de muestra
(16 mL) y sin observar problemas de efectos de matriz. Aprovechando que esta familia
de compuestos posee propiedades fluorescentes, se opté por su determinacidn

mediante LC-FD-UV.
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Figura I1lIl.L1. Esquema representativo de la metodologia empleada para la
determinacion de los 24 PAHs empleando la extraccién sorptiva con membranas de

PDMS.

Extraccion sorptiva con membranas de PDMS

Extraccion:

-16 mL de agua

-4 g de NaCl

-1 mL de i-prOH

-5 discos enID + 1 en HS

-15 h a T2 ambiente (900 r.p.m.) Filtracién (filtro de jeringa de 0.22 pm):

Desorcidn: 01mLd tract ACN+0.1mLd
- -Smin en 0.25 mLde ACN - T te STACio €n ST
en bafio de ultrasonidos agua I
= =

—> —

Inyeccién de 5 pL en UPLC-FD-UV

149



II.LMETODOLOGIA DESARROLLADA: PAHs

METODOLOGIA PARA LA DETERMINACION DE HIDROCARBUROS AROMATICOS

POLICICLICOS

Publicacion lll.1

“DEVELOPMENT OF A NEW SORPTIVE EXTRACTION METHOD BASED ON
SIMULTANEOUS DIRECT AND HEADSPACE SAMPLING MODE FOR THE SCREENING OF

POLYCYCLIC AROMATIC HYDROCARBONS IN WATER SAMPLES”

Sara Trifianes, M2 Teresa Pena, M2 Carmen Casais, M2 Carmen Mejuto
Talanta 132 (2015) 433-442

Enlace: http://dx.doi.org/10.1016/j.talanta.2014.09.044
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B.CONTAMINANTES EMERGENTES: COXIBs

Una de las principales novedades aportadas en esta Tesis es el desarrollo de una
metodologia analitica para la determinacién de esta familia de farmacos, ya que hasta
la fecha no se encuentra descrita ninguna para el analisis de muestras
medioambientales, y sélamente algunos de ellos han sido incluidos en estudios
médicos realizando ensayos in vivo en animales siendo las muestras en todo caso de
caracter bioldgico, a excepcidon de alguno cuyo analisis fue realizado en matrices de
leche. El interés que puede suscitar dicho estudio se debe en gran medida al aumento
del consumo que han experimentado este tipo de NSAIDs en los ultimos afios, como
alternativa menos agresiva a los NSAIDs tradicionales. Resulta pues, un punto de
partida interesante el aplicar nuevas metodologias para su determinacion ya que es de

esperar que su presencia en el medioambiente sea relevante.

En primer lugar se decidié aplicar como técnica de extraccion la SPE (Figura 111.2)
a muestras acuosas, realizando la optimizacién del método sobre aguas residuales
recogidas en una estacién depuradora, tanto de entrada (influente) como de salida
(efluente) de la misma y su aplicacion posterior a dichas aguas asi como a aguas
superficiales. La determinacion de 6 COXIBs se llevd a cabo mediante LC-ESI-QTOF-MS.
Durante la etapa de optimizacién se probaron diferentes cartuchos poliméricos, siendo
los Oasis MAX (modo mixto, de fase reversa e intercambiador anidnico fuerte) los que
condujeron a mejores resultados. Ademas se tuvieron en cuenta otros factores

importantes como el pH o la fuerza idnica.

En este trabajo, ademas de alcanzar unos LOQs mas que aceptables, se detectd
la presencia de dos analitos (etoricoxib y celecoxib) tanto en las muestras procedentes
de la entrada como de la salida de la estacidn depuradora. Asimismo, también se
encontraron dos metabolitos de dichos compuestos (celecoxib carboxilico y etoricoxib

hidroxilado).
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Figura 1Il.2.

Esquema representativo de

lII.LMETODOLOGIA DESARROLLADA

la metodologia empleada para Ia

determinacién de los COXIBs empleando la SPE.

Acondicionamiento
-3mL MeOH/AcOEt (2%)
-3 mL Milli-Q

;

SPE
Paso de la muestra Secado Lavado Elucion
-100 mL influente (pH=7) -Bajo una corriente de N 3mL Milli-Q -15mL de
2 Hexano/Acetona (1:1, v/v)

-200 mL efluente (pH=7)

Reconstitucion con 1 mL
MeOH/Hzo (50:50, v/v)

Filtracion con filtro de
jeringa 0.22 um

=

Evaporacién a
sequedad bajo una
corriente de N,

Inyeccion 15 pL

LC-ESI-MS
(MS/MS para
confirmar)

& A

- =

i =T =

i

— a
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Como ya se ha mencionado, la propuesta de metodologias analiticas para el
tratamiento de los COXIBs en muestras ambientales es escasa o nula y, en cuanto a
matrices sélidas como el caso concreto de lodos (tratados y crudos); es también un

campo de estudio abierto y todavia inexplorado.

La técnica seleccionada para el tratamiento de muestras sdélidas propuesto en
esta Tesis es la MSPD, ya que con respecto a otras técnicas como puede ser la
extraccién con Soxhlet, se obtienen buenos rendimientos, en un tiempo experimental
menor, con un bajo impacto ambiental y menores costes debido a su consumo

reducido de disolventes orgdanicos.

En este sentido, el tercer trabajo propone un método sencillo y robusto en el
que se determinaron 5 COXIBs (valdecoxib, etoricoxib, parecoxib, celecoxib y 2,5-
dimetilcelecoxib) en lodos empleando la MSPD como técnica de preparacién de
muestra. Se evaluraron los pardmetros que afectan al proceso de extraccioén, asi como
los efectos de matriz, observando que no era preciso hacer ningun tipo de correccion

con patrén interno y por lo tanto haciendo del método un proceso rédpido y simple.

Como técnica de separacion y deteccion se utilizé la cromatografia de liquidos
acoplada a espectrometria de masas provisto de un analizador hibrido cuadrupolo-
tiempo de vuelo. Los LOQs encontrados fueron muy satisfactorios con valores

comprendidos entre 0.005 y 0.05 ng g'l.
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Figura Ill.3. Esquema representativo de la metodologia empleada para la

determinacion de los COXIBs empleando la MSPD.

MSPD

DISPERSION DE LA MUESTRA

0.2 g lodo
50 pL KOH eyt 50 uLH,0

1gNa,SO, anhidro
1 g Florisil

@ ELUCION
15 mL de Hexano/Acetona (1:2, v/v)

EMPAQUETAMIENTO

Por gravedad

=

Muestra dispersada

Fritas 4

Co-columna: 3 g silica

@™

Reconstitucion Evaporacién a
1 mL de MeOH/H20 < : et < :

(1:1, v/v)

4

Inyeccién 15 pL
LC-ESI (+) Q-TOF
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METODOLOGIA PARA LA DETERMINACION DE ANTIINFLAMATORIOS NO ESTEROIDEOS

En esta seccidn se incluyen las siguientes publicaciones:

Publicacion Il1.2

“SELECTIVE DETERMINATION OF COXIBs IN ENVIRONMENTAL WATER SAMPLES BY
MIXED-MODE SOLID PHASE EXTRACTION AND LIQUID CHROMATOGRAPHY

QUADRUPOLE TIME-OF-FLIGHT MASS SPECTROMETRY”

Sara Trifianes, M2 Carmen Casais, M2 Carmen Mejuto, Rafael Cela
Journal of Chromatography A 1420 (2015) 35-45

Enlace: http://dx.doi.org/10.1016/j.chroma.2015.10.004
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Publicacion Il1.3

“MATRIX SOLID-PHASE DISPERSION FOLLOWED BY LIQUID CHROMATOGRAPHY
TANDEM MASS SPECTROMETRY FOR THE DETERMINATION OF SELECTIVE

CYCLOOXYGENASE-2 INHIBITORS IN SEWAGE SLUDGE SAMPLES”

Sara Trifianes, M2 Carmen Casais, M2 Carmen Mejuto, Rafael Cela
Journal of Chromatography A 1462 (2016) 35-43

Enlace: http://dx.doi.org/10.1016/j.chroma.2016.07.044
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IV.CONCLUSIONES GENERALES

A lo largo del apartado anterior se han descrito de manera minuciosa las
conclusiones derivadas de cada trabajo en el correspondiente articulo cientifico. Por lo
tanto, en esta seccidon se recogen de manera resumida las conclusiones globales
obtenidas teniendo en cuenta que en esta Tesis Doctoral se han abordado dos grupos

de familias diferentes y por lo tanto seran analizadas por separado.

A. HIDROCARBUROS AROMATICOS POLICICLICOS

La metodologia desarrollada para la determinacidn de estos compuestos ha
consistido en aplicar un método de extraccion mediante ab/adsorcion sobre
ab/adsorbentes sélidos empleando como método de analisis UPLC-FD-UV. Se puede
afirmar que este trabajo presenta buenos resultados en cuanto a linealidad (=0.9991)
y limites de cuantificacion (0.7-2.3 pg L™ para UV y 0.16-3.90 ng L™ para FL), logrando

una separacidon cromatografica de los 24 analitos con una resolucién aceptable.

Tras una revisidn bibliografica de técnicas empleadas para la determinacién de
estos compuestos, se ha comprobado que técnicas como la extraccién sorptiva Kevlar
o la SPME proporcionan unos LOQs mucho mas deficientes que la propuesta. En
cuento a la SBSE se observé que no existen diferencias significativas en los resultados,
aunque la desarrollada en este estudio tiene la ventaja de que el ab/adsorbente
presenta un coste muy reducido en comparacién con los Twisters o las fibras de SPME.
Esto también deriva en una mejor solucién en cuanto a problemas de contaminacion
cruzada, ya que pueden ser desechadas tras su uso y su formato se puede adecuar al
tipo de analisis teniendo la oportunidad de disponer del volumen necesario

dependiendo de la aplicacién.

Puesto que los PAHs son poco polares, éstos tienden a adsorberse a las paredes
de los recipientes de vidrio planteando dificultades a la hora de realizar la extraccién
en matrices acuosas, produciéndose pérdidas importantes de los analitos. La adicion
de una pequena cantidad de disolvente organico soluciond, en gran medida, este

problema.

Otra caracteristica importante con respecto al proceso de extraccién es que

gueda reflejada la importancia de muestrear en espacio de cabeza que consigue
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mejorar la selectividad de la extraccién. En inmersiéon directa los PAHs mas pesados
manifiestan buenas recuperaciones, pero los mas volatiles se pierden y muestreando

en ambos modos se obtienen buenos resultados.

B. INHIBIDORES SELECTIVOS DE LA CICLOOXIGENASA-2: COXIBs

Por primera vez se ha desarrollado una metodologia analitica para la
determinacién de COXIBs en matrices ambientales (aguas residuales y lodos) sin que la
sefial de los compuestos se vea comprometida de manera significativa debido a
posibles efectos de matriz, especialmente durante la etapa de ionizacién de los
analitos en la interfase de electrospray. Se emplearon dos técnicas de extraccién, una
para cada tipo de muestra: la extraccidon en fase sdélida (SPE) ha sido la seleccionada

para las aguas residuales y la dispersién de matriz en fase sélida (MSPD) para los lodos.

El andlisis de COXIBs en aguas residuales (influente y efluente) mediante SPE ha
demostrado ser una técnica efectiva, robusta y lo suficientemente sensible para lograr
unos limites de cuantificacion muy aceptables. El uso de adsorbentes de modo mixto
(cartuchos Oasis MAX) permitid obtener extractos libres de interferencias y observar
asi eficacias de ionizacion por electrospray constantes en patrones y muestras de lo

gue se colige una ausencia de efecto matriz.

Para la determinacion de COXIBs en lodos se ha optimizado un método de MSPD
en un unico paso combinando extraccién y clean-up en la misma etapa. La eficacia de
extraccion mejord considerablemente gracias a la adicion de un pequeiio volumen de
disolucién alcalina obteniendo extractos suficientemente limpios pudiendo analizarlos

sin posteriores etapas de purificacion adicional.

Se ha ratificado la capacidad de los sistemas hibridos Q-TOF para identificar
compuestos no considerados a priori en el método. Ha sido posible detectar en
muestras reales metabolitos derivados del celecoxib y el etoricoxib, asi como otros
farmacos entre los que se encuentran un par de antimicéticos, un agente antiarritmico

y su correspondiente derivado metabdlico y un NSAID.
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A
ACN Acetonitrile Acetonitrilo
AcOEt Ethyl acetate Acetato de etilo
AOPs Advanced oxidation processes Procesos de oxidacidn avanzada
APCI Atmospheric-pressure chemical lonizacion quimica a presién
ionization atmosferica
APPI Atmospheric-pressure photoionization Fotoionizacion a presidon
atmosférica
C
Cs Octylsilane Octilsilano
Cis Octadecylsilane Octadecilsilano
CF-SBSE  Continuous-flow stir-bar  sorptive Extraccion mediante absorcion sobre
extraction barras agitadoras de flujo continuo
COX Ciclooxygenase Ciclooxigenasa
CS Cardiovascular safety Seguridad cardiovascular
CTPVs Coal tar pitch volatiles Productos volatiles del residuo de
alquitran
D
DDD Daily-defined dose Dosis diarias definidas
DFG Deutsche Forschungsgemeinschaft Fundacién alemana de investigacion
DMSO Dimethyl sulfoxide Dimetilsulféxido
DOM Dissolved organic matter Materia organica disuelta
E
EF Emision factor Factor de emision
EFSA European food safety authority Autoridad europea de seguridad
alimentaira
EPA Environmental protection agency Agencia de proteccién
medioambiental
ESI Electrospray source ionization Fuente de ionizacion por
electroespray
F
FDA United States food and drug Agencia de medicamentos vy
administration alimentos de los Estados Unidos
FL Fluorescence Fluorescencia
G
G-PCRs G-protein coupled receptors Receptores acoplados a la proteina
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H
HLB Hydrophilic-lipophilic balance Balance hidrofilico-lipofilico
HPLC High performance liquid Cromatografia de liquidos de alta
chromatography eficacia
HSSE Headspace sorptive extraction Extraccion mediante absorcién en
espacio de cabeza
|
IARC International agency for research on Agencia internacional para Ia
cancer investigacion del cancer
IMSs Immunosorbent Inmunoabsorvente
IUPAC International Union of pure and Unidn internacional de quimica pura
applied chemistry aplicada
K
Kow Octanol-water partition constant Constante de particidén octanol-agua
L
LC Liquid chromatography Cromatografia de liquidos
LLE Liquid-liquid extraction Extraccion liquido-liquido
LOD Limit of detection Limite de deteccién
LOQ Limit of quantification Limite de cuantificacion
LRC Large reservoir cartridge Cartucho de gran depdsito
M
MAE Microwaved assisted extraction Extraccion asistida por microondas
MAX Mixed-mode anionic exchange Intercambiador aniénico de modo
mixto
MCX Mixed-mode cation exchange Intercambiador catiénico de modo
mixto
ME Matrix effects Efectos de matriz
MeOH Methanol Metanol
MIPs Molecurlaly imprinted polymer Polimero impreso molecularmente
MRM Multiple reaction monitoring Monitorizacidn de iones multiple
MS Mass spectrometry Espectrometria de masas
MSPD Matrix solid-phase dispersion Dispersion de la matriz en fase sélida
MS/MS  Tandem mass spectrometry Espectrometria de masas en tandem
MW Molecular weight Peso molecular
m/z Mass/charge ratio Relacion masa/carga
N
NIOSH National Institute for occupational Instituto nacional para la seguridad y

safety and health

salud ocupacional
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N-PAH Nitro polycyclic aromtic hydrocarbon  Nitro hidrocarburo aromatico
policiclico
NSAID Non-steroidal antiinflamatory drug Antiinflamatorio no esteroideo
P
PAH Polycyclic aromatic hydrocarbon Hidrocarburo aromatico policiclico
PDMS Polydimethylsiloxane Polidimetilsiloxano
PEL Permisible exposure limits Limites de exposicion permitidos
PGs Prostaglandines Prostaglandinas
PLE Pressurized liquid extraction Extraccion con liquidos presurizados
POPs Persistent organic pollutants Contaminantes orgdnicos
persistentes
PSA Amino-propyl silica Silice aminopropilica
PU Polyurethane Poliuretano
Pv Vapour pressure Presidn de vapor
PVP-DVB Poly(N-vinylpyrrolidone) Poli(N-divinilpirrolidona)
Divinylbencene Divinilbenceno
Q
Q Quadrupole Cuadrupolo
QgqQ Triple quadrupole Triple cuadrupolo
QTOF Quadrupole time-of-flight Cuadrupolo tiempo de voo
R
R Recovery Recuperacién
RAMs Restricted-acces materials Adsorbentes de acceso restringido
REL Recommended exposure limits Limites de exposicién recomendados
RSD Relative standard deviation Desviacion estandar relativa
S
SAX Strong anion exchange Intercambiador anidnico fuerte
SBSE Stir bar sorptive extraction Extraccion mediante absorcidon sobre
barras agitadoras
SCX Strong cation exchange Intercambiador catidnico fuerte
SFE Supercritical fluids extraction Extraccion con fluidos supercriticos
SIM Selected ion monitoring Monitorizacion del idn seleccionado
SLE Supported liquid extraction Extraccion liquida en soporte
S/N Signal/noise ratio Relacion sefal/ruido
SPE Solid phase extraction Extraccion en fase sélida
SPE-PT Solid phase extraction-pipette tips Extraccion en fase sélida en puntas
de pipeta
SPME Solid phase microextraction Microextraccion en fase sélida
St-DVB Styrene divinylbenzene Estireno divinilbenceno
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T
TLV Threshold limit value Valor umbral limite
t-NSAID  Traditional non-steroidal Antiinflamatorio tradicional no
antiinflammatory drug esteroideo
TOF Time-of-flight Tiempo de vuelo
TWA Time weighted average Promedio ponderado en el tiempo
U
UGTs Uridine-5-diphospho- Uridina-5-
glucuronosyltransferase difosfoglucuronosiltransferase
UPLC Ultra-Performance liquid Cromatografia de liquidos de ultra
chromatography eficacia
USE Ultrasound-assisted solvent extraction Extraccion con disolventes assistida
por ultrasonidos
UV-vis Ultraviolet-visible Ultravioleta-visible
w
WAX Weak anionic exchange Intercambiador anidnico débil
WCX Weak cationic exchange Intercambiador cationico débil
WEFD Water framework directive Directiva marco de aguas
WHO World health organization Organizacion mundial de la salud
WWTP Wastewater treatment plant Planta de tratamiento de aguas
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