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. OBJETIVOS

En las Gltimas décadas nuestra calidad de vida ha experimentado una clara
mejoria, gracias en parte a lo que algunos autores denominan “revolucion quimica”.
Actualmente, por ejemplo, tenemos cosechas mas abundantes 0 podemos consumir en
cualquier momento productos de temporada que antes era sélo posible encontrar durante
unos meses. Por otra parte, se tiende a una mayor comodidad en el hogar y una menor
perdida de tiempo en las actividades cotidianas, y de ahi, el uso de detergentes mas
potentes con distintos aromas, suavizantes que cuiden la ropa y faciliten el planchado
conservando el color, etc. También hay que resaltar la aparicién de nuevos farmacos
que han permitido que la calidad de vida y la longevidad de las personas aumenten afio
tras afio. Ademas cada vez se le da una mayor importancia al fisico, por lo que la
aparicion en el mercado de nuevos productos de cuidado personal se produce de manera

constante.

En general esta revolucion quimica ha constituido un hecho positivo, si bien en
algunos casos, compuestos quimicos que en un principio parecian inofensivos, con el
paso del tiempo y tras diversos estudios se ha demostrado su toxicidad. Esto conlleva
una necesidad clara de control de los distintos compuestos quimicos que se emplean
actualmente, ya que muchos de ellos pueden acumularse tanto en los seres humanos
como en el medio ambiente. Uno de los principales focos de exposicion de los seres
humanos a estos compuestos son los distintos compartimentos medioambientales como
las aguas, suelos de cultivo, sedimentos o los lodos utilizados en agricultura. Estas
matrices pueden acumular los contaminantes que luego pueden pasar a los cultivos,

pescados, etc. introduciéndose asi finalmente en la cadena trofica.

El estudio de estos nuevos compuestos quimicos, denominados contaminantes
emergentes, se ha convertido en objetivo prioritario para la Organizacién Mundial de la
Salud (OMS) y para las agencias de proteccion medioambiental (EPA). Es por ello que
resulta necesario el desarrollo de métodos analiticos de elevada sensibilidad y
selectividad para la determinacion de estos compuestos, ya que lamentablemente son
pocos los existentes actualmente. Lo ideal seria disponer de métodos respetuosos con el

medio ambiente, en los que se minimice o evite el empleo de disolventes organicos,
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métodos rapidos de facil implantacion en cualquier laboratorio de analisis de rutina y en

los que se empleen materiales de uso coman.

En este trabajo se han estudiado dos familias pertenecientes a este grupo de

contaminantes emergentes: los nonilfenoles, compuestos utilizados fundamentalmente

como surfactantes en detergentes, y la familia de los parabenos, bactericidas y

conservantes utilizados en productos de cuidado personal, alimentos y compuestos

farmacéuticos. Asi, la investigacion se dividié en dos partes dedicadas al desarrollo de

métodos analiticos para los nonilfenoles en la primera y a los parabenos en distintas

muestras de interés medioambiental en la segunda, siendo en ambas partes los objetivos

a seguir similares:

El desarrollo de métodos analiticos que permitieran la separacion y
determinacion de compuestos pertenecientes a estas familias de contaminantes,
para los que se emplearon como técnicas de separacion, la cromatografia liquida
de alta resolucion y la cromatografia electrocinética micelar y como deteccion,

los detectores de fluorescencia, ultravioleta, DAD y MS/MS.

Utilizacion de métodos de extraccion convencionales como son la extraccion
asistida por ultrasonidos, extraccion asistida por microondas, extraccion liquido-

liquido o la extraccion en fase sélida.

Desarrollo de métodos de extraccion selectiva basados en los polimeros de

impresion molecular en formato de extraccion en fase solida, MISPE.

Determinacion y cuantificacién de los compuestos pertenecientes a ambas
familias en muestras de interés ambiental tales como suelos, sedimentos, aguas y

lodos de distinta procedencia.



1. INTRODUCCION






Introduccion Contaminantes Emergentes

1. CONTAMINANTES EMERGENTES.

1.1. Generalidades.

Muchos de los productos que utilizamos a diario (detergentes, perfumes, cremas)
contienen gran cantidad de conservantes y aditivos que estan siendo vertidos de manera
continua al medio ambiente. La preocupacion por conocer los efectos que puede tener la
presencia de estos compuestos sobre el medio ambiente y sobre la salud humana ha ido
en aumento en estos ultimos afos, y con ella el nimero de investigaciones al respecto,
siendo actualmente linea prioritaria de investigacion para la Organizacion Mundial de la
Salud (OMS), la Unién Europea (UE) y la US Environmental Protection Agency
(USEPA).

En la mayoria de los casos, los contaminantes emergentes son sustancias que en la
actualidad no se encuentran reguladas, pero que en funcion de los resultados que se
obtengan en futuros estudios (toxicidad y presencia en el medio ambiente) pueden llegar
a estarlo (Barceld, 2003). Estos compuestos se caracterizan por generar efectos
negativos en los seres vivos y en el ecosistema, ain sin ser muy persistentes, ya que
debido a su extendido uso, se introducen continuamente en el medio ambiente. De
hecho, anualmente se introducen entre 200 y 1000 nuevas sustancias quimicas. Son muy
pocos los estudios que existen sobre los efectos que producen estos compuestos en el
medio ambiente, por lo que se desconoce los riesgos asociados a su presencia en los
distintos compartimentos en las que se acumulan (Benfenati y col., 2003; Eljarrat y col.,
2003; Barcelo y col., 2006). Por otra parte, son escasos los métodos analiticos que
existen para su identificacion, por lo que realmente se carece de datos ambientales
reales. Por lo general no hay legislacion sobre las concentraciones permitidas en
distintos compartimentos medioambientales por lo que estos compuestos no se eliminan
en las plantas de tratamiento de aguas residuales. Es posible, por tanto, encontrarlos en
aguas de regadio que se emplean en plantaciones agricolas o pueden permanecer en los
lodos que se generan en estas plantas de tratamiento que posteriormente pueden ser

utilizados en agricultura (Petrovic y col., 2004; Petrovic y col., 2006).

La publicacion de libros como “Primavera Silenciosa”, escrito en 1962 por Rachel

L. Carson (Carson, 1962) o “Nuestro Futuro Robado” de Theo Colborn, Dianne
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Dumanoski y Pete Myersen (Colborn y col., 2007) dieron la voz de alarma sobre estos
compuestos que hasta el momento habian sido utilizados sin tener en cuenta los posibles
efectos. En el primero de ellos se hacia referencia a como el DDT pas6 de ser un potente
pesticida a convertirse en un mortal contaminante, y en el segundo se relatan distintas
experiencias de campo, pruebas de laboratorio, estadisticas humanas, etc. que muestran
el peligro que pueden tener los alteradores endocrinos. De todas formas, aunque la
presencia de estas sustancias sea causa de alarma, siempre es necesario analizar los pros
y contras que presentan o que han presentado, porque aunque ahora se ha comprobado
la toxicidad del DDT, durante la II Guerra Mundial salvéo muchas vidas al reducir los
casos de malaria y tal vez hoy también podria salvar muchas vidas en Africa. Los
adelantos cientificos casi siempre tienen un lado positivo y un lado negativo por lo que
es necesario evaluar en cada momento el uso que se va a hacer de ellos de una manera

objetiva.

1.2. Clasificacion.

Los contaminantes emergentes se pueden clasificar atendiendo a distintos
parametros, si bien la clasificacion mas aceptada es la que se realiza en funcion de sus

usos y que se detalla a continuacion (Barcelo, 2003).

1. Férmacos. Cada vez es mayor la fabricacion de nuevos fdrmacos de los que se
conoce su funcion beneficiosa pero no asi sus efectos posteriores sobre el medio

ambiente. Entre ellos cabe destacar los siguientes:

e Antibidticos para uso médico y veterinario: eritromicina, lincomicina, etc.

e Analgésicos y anti-inflamatorios: codeina, ibuprofeno, acido acetilsalilico,
etc.

e Farmacos psiquiatricos: diazepam, etc.

e Reguladores de grasas: bezafibrato.

e Esteroides y hormonas: que se utilizan para corregir deficiencias en su

secrecion natural. Ejemplos: estradiol, estrona, estriol, etc.
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2. Anticonceptivos: que contienen en su composicion hormonas y esteroides como

el estradiol y el estriol (pildoras anticonceptivas).

3. Productos de cuidado personal. Cada vez es mayor la importancia que se le da a

la imagen y por ello éste es un mercado de gran produccion y que genera un gran

numero de residuos.

e Perfumes: nitro, policiclos y macrociclos de almizcle.
e (Cremas: benzofenona, parabenos.

e Repelentes de insectos: N, N- dietiltoluamida.
4. Antisépticos. Se utilizan con el fin de destruir la flora bacteriana cuando se
aplican sobre heridas infectadas, instrumental quirargico, etc. Ejemplos:

triclosan, clorofeno.

5. Surfactantes y metabolitos de surfactantes. Utilizados ampliamente en la

fabricacion de detergentes. Ejemplos: alquilfenol etoxilados, alquilfenol

(nonilfenol y octilfenol), alquilfenol carboxilados.

6. Compuestos ignifugos. Debido al gran nimero de normativas que existen en

temas de proteccion de incendios, es necesario el empleo de estos compuestos en
la construccion (paredes, pinturas, etc.). Ejemplos: PBDEs, bisfenol A, tris 2-

cloroetilfosfato.

7. Agentes y aditivos industriales. Utilizados en la industria para conferir buenas

propiedades a distintos productos como pinturas, plasticos, etc. Ejemplos:

EDTA, sulfonatos aromaticos, benzotriazoles, dioxano.

8. Aditivos de gasolinas. Que se adicionan para mejorar sus propiedades.

Ejemplos: dialquil éteres, metil-terc-butil-eter (MTBE).

9. Agentes desinfectantes: bromoacidos, bromoaldehidos, bromoacetonitrilos.
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Ademas de los contaminantes emergentes mencionados hay que tener en cuenta
que muchos compuestos pueden sufrir trasformaciones y dar lugar a productos de
degradacion con un comportamiento distinto y una toxicidad que puede ser incluso
superior a la del compuesto original. Este hecho ha sido comprobado en los nonilfenoles
polyetoxilados, los cuales se degradan a nonilfenol y derivados etoxilados de cadena
corta (NPEOx x =1 6 2) que presentan una toxicidad mucho mayor que los compuestos
originales. Por otro lado también hay que tener en cuenta los casos en los que se pueden
dar efectos sinérgicos. Este es el caso de la melamina que se utiliza para la fabricacion
de resinas, y el acido cianurico (producto de degradacién de la melamina) utilizado
como estabilizante del cloro en piscinas. La presencia conjunta de ambos compuestos
origina unos cristales que pueden tener efectos letales si son consumidos por seres
vivos. Este hecho se demostrd en el 2008 al encontrar lotes de comida para animales e

incluso alimentos infantiles contaminada (Richardson y col., 2009).

1.3. Alteradores Endocrinos.

Uno de los efectos mas preocupantes que pueden tener estos contaminantes es su
accion como alteradores endocrinos. Estos compuestos pueden alterar el sistema
hormonal y por tanto la salud de los organismos vivos al mimetizar el comportamiento
de los estrogenos naturales. Los alteradores endocrinos comprenden desde productos
quimicos sintetizados por el hombre hasta sustancias que se encuentran de manera

natural en el medio ambiente.

Los alteradores endocrinos pueden actuar sobre el equilibrio hormonal de los seres

vivos a distintos niveles:

e Mimetizar la accion de las hormonas.
e Antagonizar la accion de las hormonas.
e Alterar el patron de sintesis y metabolismo hormonal.

e Modular los niveles de los receptores correspondientes.

Sus efectos varian en funcion del alterador y del ser vivo, pero existen una serie de

caracteristicas comunes como son:

10
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e Los efectos de los contaminantes pueden ser distintos sobre el embrion, el feto,

el organismo perinatal, nifios o adultos.

e Los efectos se manifiestan con mayor frecuencia en la progenie que el

progenitor expuesto.

e El momento de la exposicion en el organismo en desarrollo es decisivo para

determinar el carécter, la gravedad y su evolucion.

e Aunque la exposicion critica tenga lugar durante el desarrollo embrionario, las

manifestaciones pueden no ser evidentes hasta la madurez del individuo.

Compuestos tales como dietilbestrol (DES), 2,2-bis—(p-clorofenil)-1,1,1-
tricloroetano (DDT), e incluso compuestos naturales presentes en la soja o la granada,
presentan efectos estrogénicos que se han ido descubriendo a lo largo de los afios y en la
mayoria de los casos después de que su accion hubiese hecho efecto. Este fue el caso
del DES que durante mas de 20 afos (1938-1962) se administré durante el embarazo y

que provocd malformaciones en mas de 8 mil nifios de 46 paises.

Entre los posible efectos que pueden ocasionar sobre la salud humana destacan:
disminucién de la calidad del esperma, criptorquidismo e hipospadias, cancer testicular,
cancer de prostata, cancer de mama, endometriosis, efectos sobre la fertilidad, efectos
sobre la relacion de sexos, efectos sobre el tiroides, efectos neuroendocinos, pubertad

adelantada y obesidad (Pombo y col.).

Desde el afio 1999 existe en la Union Europea una comision que establece los
riesgos de este tipo de sustancias y ha elaborado distintos cuadros de actuacion en los
que se incluye el NP (Estrategia Comunitaria, 1999). En el 2007 se present6 la ultima

actualizacion para la implantacion de esta estrategia (Estrategia Comunitaria, 2007).

e (Cuadro 1. Acciones prioritarias en relacion con determinados grupos de

sustancias recogidas en los cuadros siguientes y duracion prevista (afios).
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e Cuadro 2. Sustancias de las que se tienen pruebas que confirman su
capacidad-efectiva o potencial para causar alteraciones endocrinas que no se

encuentran legisladas. Ejemplos: Resorcinol, 2,4 diclorofenol, etc.
e (uadro 3. Sustancias de las que se tienen pruebas que confirman su
capacidad-efectiva o potencial para causar alteraciones endocrinas que se

encuentran legisladas. Ejemplos: Estireno, trembolona, nonilfenol, etc.

e Cuadro 4. Sustancias no suficientemente documentadas que se encuentran en

investigacion. Ejemplos: resmetrina, etc.

En la tabla 1 se resumen alguno de los alteradores endocrinos mas conocidos asi

como sus usos, vias de exposicion humana y aparicion en el medio ambiente.

12
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Tabla 1. Alteradores endocrinos. Usos y exposicion.

Sustancias

Utilizacion

Plastificante empleado en juguetes, laca de

Exposicion Humana

Alimentos (envases), juguetes, cosméticos, cola,

Exposicion Medio Ambiente

DBT (ftalato . . S
( ) pelo, colas, recubrimientos, perfumes, etc. trabajadores durante la fabricacion.
. Resina en empastes y recubrimientos .
Bisfenol A . Alimentos
dentales, latas de alimentos.
PBB Compuesto ignifugo. Exposicion de trabajadores durante la fabricacion | Produccion (aguas residuales) y como residuos.
Equipos eléctricos, sistemas hidraulicos . ., . .
PCB quip . L ’ Alimentos Emision en la produccion y en fase de residuo.
pinturas, plasticos.
L, . . , Exposicion a través de la piel, a través de L .
. Fabricacion de adhesivos, tintas, farmacos, o . . Emisiones durante la produccion y en la fase de
Resorcinol emisiones en la produccion y como residuo, .
etc. . . residuo.
inhalacién de humo de madera y tabaco.
Estireno Fabricacion de adhesivos, tintas, cosméticos | Alimentos (aditivos, envases), juguetes, emisiones | Emisiones durante la produccion y en la fase de
y farmacos. de vehiculos. residuo.
Pinturas fungicidas, conservante de la
Tributilestafio madera, desinfectante y como biocida para Trabajadores durante la produccion En la produccioén, aplicacion y como residuo.
sistemas de refrigeracion.
. Limpieza y desengrase de de piezas . , . . .. .,
Percloroetileno pieza y desengrase de e p y Exposicion indirecta a través del aire y alimentos. Emisiones durante produccion y uso.
superficies metélicas, limpieza en seco.
Endosulfan Utilizacién en agricultura. En alimentos Emisiones durante el uso y la produccion.
. Materia prima para plasticos y nonilfenoles . . Producto de degradacion de los nonilfenoles
Nonilfenol P parap Y Envases y muestras medioambientales. &

polietoxilados utilizados como surfactantes.

polietoxilados.

ponuy
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1.4. Nonilfenoles: NP, 4-n-NP y NPEO,.

A la hora de hablar de la familia de los nonilfenoles es necesario diferenciar
entre la mezcla de isdémeros de cadena y de posicion del nonilfenol, al que llamaremos
NP, y el nonilfenol de cadena lineal en posicion 4 del anillo que recibe el nombre de 4-
n-NP. Estos compuestos junto con los nonilfenoles etoxilados de cadena corta, entre los
que destacan el NPEO; y NPEO,, son productos de degradacion de los nonilfenoles
polietoxilados de cadena larga (NPEOy).

Como se menciond anteriormente todos los isdmeros del nonilfenol (NP y 4-n-
NP) y los nonilfenoles polietoxilados (NPEOx) han sido incluidos dentro del grupo de
los denominados ‘“‘contaminantes emergentes”, debido a su uso generalizado, su
presencia en el medio ambiente y su toxicidad. Los nonilfenoles polietoxilados de
cadena larga son surfactantes utilizados de forma generalizada y transformados por
microorganismos en el medio ambiente para formar nonilfenoles y nonilfenoles
etoxilados de cadena corta. El NP se utiliza en muchas actividades industriales tales
como formacion de resinas epoxy y la industria del cuero, y también se emplea como
materia prima en la produccion de nonilfenoles etoxilados. Otras fuentes de
contaminacion de estos compuestos son las refinerias de petrdleo y carbon, asi como
aguas residuales sometidas a tratamiento biologico donde los NPEOx se degradan

parcialmente a compuestos mas toxicos y persistentes (NPEO;, NPEO,, NP, 4-n-NP).

1.4.1. Estructura y propiedades fisico — quimicas del NP, 4-n-NP y los NPEOX.

En la figura 1 se muestran las estructuras de la mezcla de isémeros del
nonilfenol, el nonilfenol lineal y de sus derivados etoxilados. Con una estructura comin
de anillo fendlico con una cadena carbonada de nueve carbonos, el nonilfenol (NP) se
compone de una mezcla de isémeros de cadena y posicion siendo los de la posicion
para- los mayoritarios, aproximadamente el 90 % (Warhurst, 1995). El 4-n-NP presenta
la misma estructura pero su cadena carbonada es lineal en la posicion para- del anillo
fendlico. Sus derivados etoxilados presentan una estructura similar, pero en lugar del
grupo hidroxilo del anillo fenodlico presentan grupos etoxi. Estos compuestos se

nombran en funcion del numero de unidades etoxi siendo por tanto el nonilfenol
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monoetoxilado, el derivado con un unico grupo etoxi, nonilfenol dietoxilado el derivado

con dos grupos, y asi sucesivamente.

OH OH
OH
Nonilfenol lineal
(4-n-NP)
Isémeros de cadena y posicion
del nonilfenol (NP)
O(CH,CH,0),0H
GHio

Nonilfenol polietoxilado
(NPEOy)

Figura 1. Estructura del 4-n-NP, NP y los NPEOx

Las propiedades fisico-quimicas mas relevantes de las mezclas de isdmeros de
los nonilfenoles son: un peso molecular de 220 g mol™, densidad de 0.953 ¢ ml" a
20°C; tienen una constante de disociacion de 10.7+1.0 y un coeficiente de particion
octanol/agua (log K,y) entre 3.8 y 4.8; su solubilidad en agua depende del pH y de la
temperatura, mostrando un valor de 6.350 pg L'a pH=5 y 25°C; son solubles en
muchos disolventes organicos con una presion de vapor de 4.55 x 10 Pa; su coeficiente
de adsorcion (Ky) varia en funcidon del tipo de matriz, para suelos de uso agricola su
valor varia entre 8.5 y 321.8 (Diiring y col., 2002), mientras que en particulas en
suspension presentes a la entrada de las plantas de tratamiento de aguas puede ser
superior a 1900 1 kg (Vazquez-Duhalt y col., 2005). Dado que presentan una constante
de adsorcion relativamente alta, la movilidad del NP es baja (Jacobsen y col., 2004;

Diiring y col., 2002), lo que conlleva una fuerte adsorcion a los suelos. Este hecho se
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hace mas evidente en los NPEOQy, los cuales presentan constantes de adsorcion mas
elevadas, para sedimentos entre 450-1460 1 kg™ o en lodos 12000-13000 1 kg™'. Los
valores van disminuyendo al aumentar el numero de grupos etoxi, ya que los
compuestos se vuelven mas hidrofilicos (John y col., 2000; Clara y col., 2007). Estos
parametros son la base de su toxicidad y bioacumulacién en el medio ambiente. Las

propiedades del 4-n-NP son similares a las de la mezcla de isomeros.

1.4.2. Fuentes y usos.

El nonilfenol se produce como producto de reaccion del propileno en el
refinamiento del petrdleo y del carbon. Esta reaccion se encuentra representada en la
figura 2. En primer lugar se produce la oligomerizacion y separacion de los trimeros y
tetrameros de propileno. El trimero de propileno reacciona con el fenol en presencia de
una resina catalizadora de intercambio idnico 4cida para dar nonilfenol, el cual es
destilado obteniéndose como resultado una mezcla de nonilfenoles, predominantemente

p-sustituidos.

Fenol
Catalisis -\'
CHy=CH-CH, ——— = .,
Propileno Trimero de
propileno CoHyg

Nonilfenol

Figura 2. Formacion de NP (Vazquez-Duhalt y col., 2005).

En la tabla 2 se recoge un listado de los campos de aplicacion del nonilfenol y
sus derivados. De todas las aplicaciones descritas en esta tabla la mas importante es la
de la industria de los detergentes que supone el 80% de la demanda actual, como se

recoge en la figura 3.
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Tabla 2. Usos del NP y NPEOx (Vazquez-Duhalt y col, 2005).

Los nonilfenoles se utilizan como materia prima

Surfactantes en la fabricacion de los nonilfenoles
polietoxilados, empleados como surfactantes.
Antioxidantes Sintesis del trisnonilfenol fosfito (TNPP) por

reaccion del NP con el tricloruro de fosforo.

Resinas fendlicas y resinas epoxi.

Sintesis de resinas fendlicas por reaccion del
NP y otros alquilfenoles con aldehidos. En
algunas ocasiones se emplean también en la
fabricacion de resinas epoxi.

PVC

Muchos derivados del NP se emplean como
productos intermedios de reaccion en la sintesis
de plastificantes.

Quimica del caucho

El sulfato de nonilfenol se emplea en
tratamientos de recuperacion de gomas
sintéticas.

Varios

Inhibidores de corrosion, farmacos,
estabilizadores quimicos, industria de la piel.

10%
10%

ODetergentes
B Aditivos para aceites
O Antioxidantes para plasticos

80%

Figura 3. Usos de los nonilfenoles y sus derivados etoxilados.
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1.4.3. Presencia y evolucidon del Nonilfenol y sus derivados etoxilados en el medio

ambiente.

Como se ha visto anteriormente los nonilfenoles etoxilados se emplean
fundamentalmente como detergentes, por lo que pueden ser liberados al medio ambiente
a través de las descargas de aguas residuales industriales y domésticas ademas de como
efluentes de plantas de tratamiento. Tanto los nonilfenoles como sus derivados
etoxilados se adsorben con facilidad en matrices solidas como sedimentos, lodos y
suelos, por lo que la contaminacion de suelos agricolas en los que utilicen los lodos

como fertilizantes es muy probable.

En la figura 4 se recoge un pequefio esquema donde se describen las posibles

rutas de contaminacion ambiental por nonilfenoles.

AIRE \
Transformaciones
quimicas,
fisicas y fotoquimicas

. Evaporacion
Evaporacion y

arrastre

” . Inhalacion
Condensacién y Condensacién y

deposicion deposicion

. Al lacio
MATRICES SOLIDAS rrastre y percolacién AGUA .
Transformaciones

Transformaciones W P
J{ quimicas,

uimicas, . -
.4 . B o fisicas y fotoquimicas
fisicas y fotoquimicas Adsorcién y deposicién

Excrecciones y
restos de
organismos muertos.

Excrecciones y
restos de
organismos muertos.

Ingesta y

Lnk?seosrtcai‘é{\ absorcion
: ANIMALES Y
VEGETALES
Bioacumulacién
Degradacion

Figura 4. Rutas de contaminacién ambiental por nonilfenoles
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Los nonilfenoles etoxilados de cadena larga son transformados por
microorganismos en el medio ambiente para formar compuestos mas toxicos como son
la mezcla de isomeros del nonilfenol (NP), nonilfenol lineal (4-n-NP) y los nonilfenoles
etoxilados de cadena corta (NPEO, n = 1-2). El nonilfenol a su vez también se puede
degradar fotoquimicamente en el agua, siendo la velocidad de su degradacion
dependiente de la profundidad a la que se encuentre. Esta fotodegradacién también tiene
lugar en los derivados etoxilados pero a una velocidad mucho menor que la del NP, y no
es significativa desde el punto de vista ambiental (Ahel y col., 1994). Posiblemente la
degradacion que presente una mayor importancia es la que se produce en las plantas de
tratamiento de aguas residuales. En ella se dan condiciones fundamentalmente
anaerobicas en las que, al igual que en la degradaciéon por microorganismos, los
surfactantes etoxilados dan lugar a nonilfenol y sus derivados etoxilados de cadena
corta. Es por ello que es posible encontrar concentraciones muy altas de los alteradores

endocrinos mas toxicos en los lodos finales procedentes de depuradoras.

En la figura 5 se muestran las distintas vias de degradacion de los NPEOy. El
proceso de degradacion comienza con la fragmentacion de las unidades de grupos etoxi,
generando nonilfenoles mono y di-etoxilados. La completa detoxilacion tnicamente se
obtiene en condiciones anaerdbicas. Por otro lado la oxidacion de los grupos etoxi
genera acido fenoxiacético. Los compuestos mds comunes que se producen en la
degradacion de los nonilfenoles polietoxilados son: nonilfenoles (isémeros y lineal),
nonilfenoles polietoxilados de cadena corta y nonilfenoles carboxilados (Vazquez-

Duhalt y col., 2005).
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O(CH ,CH ,0),0H O(CH ,CH ,0),,CH , COOH
—
CoH1g

CoH1g

Nonilfenol polietoxilados Nonilfenol polietoxi carboxilatos

O(CH ,CH ,0),,.4OH

OCH ,COOH
CoHyg
Nonilfenol polietoxilado (n-1)

\/CQH19
Pérdida de grupos etoxi

: LOCH ,CH ,OH
CoH4g

Nonilfenol monoetoxilado

Acido nonilfenoxi acético

OH

CoH4g

Nonilfenol

Figura 5. Degradacion de los NPEOx.
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Actualmente el destino final de la mayoria de estos lodos suele ser la
incineracion, la agricultura o los vertederos (Fig. 6) (Aparicio y col., 2009). Su uso en
agricultura como fertilizante o enmienda del suelo puede provocar la contaminacion no
solo del suelo sino también de los cultivos, organismos y aguas subterraneas por
lixiviacion o de aguas superficiales por escorrentia.

Europa Espafia

1% 17%

o Vetederos
B Agricultura
O Incineracién
0 Otros

37% 64%

Figura 6. Destino final de los lodos procedentes de plantas de tratamiento de

aguas.

La concentraciéon de nonilfenol en los efluentes finales de las plantas de
tratamiento es un indicativo de la eficacia de la misma. El nonilfenol es mas abundante
en estos efluentes que sus derivados etoxilados encontrandose en concentraciones
superiores a 12 pg I cuando a la entrada se encontraban en concentraciones de
82 ng 1" (Petrovic y col., 2001). Las concentraciones més elevadas se encuentran en los
lodos procedentes de depuradoras, superiores en algunos casos a 1000 mg kg™ para el
NP (Pryor y col., 2002). También es importante su presencia en sedimentos con
concentraciones que varian de 1 a 2000 pg kg™ (Gonzélez y col., 2004; Bartolomé y

col., 2005).

Aunque estos compuestos presentan una baja volatilidad, especialmente los
nonilfenoles polietoxilados, se han encontrado concentraciones de los mismos en aire
urbano, lo que sugiere una posible transferencia de los mismos desde el agua o desde

suelos contaminados (Dachs y col., 1999; Rudel y col., 2009).

En la tabla 3 se recoge un resumen de las concentraciones maximas encontradas

en el medio ambiente en distintas zonas geograficas.
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Tabla 3. Concentraciones de NP, 4-n-NP y NPEOy encontradas en el medio ambiente.

Compuesto Matriz Localizacion \Concentraciones
NPEOy Aguas . 1 Ahel y col.,
x~ 10 residuales Suiza 430 pgl 2000
NP 1 .
NPEO. x ~ Aguas Barcelona, 82 pgl 1 Petrovic y col.,
) OX residuales Espafia 1850 ug I 2001
Aguas . 1 Cohen y col.,
NPEOg.i5 residuales Dinamarca 25.1 pgl 2001
NPEO, -1
NPEO; Aguas Catalufia, 13235 H gl!' Gonzalez y col.,
NPEO residuales Espafia 190ug ! 2004
(3<x<15) HE
4-n-NP Particulas 217 ug g’ .
NPEO, en Grecia 11.1pg g’ Gatldzo&)%/ col,
NPEO; suspension 11.1pgg”
NP . Nueva York, 41pgg! Lee Ferguson y col.
NPEO; Sedimentos Estados Unidos 73ugg’ 2001
NP 1 :
NPEOx Sedimentos Italia 14 1 72H £8 1 Valse;((:)}gly col,
(x=9-10) ~HES
NP ~ 1.7 ng g'1
NPEO, Sedimentos ngaggle?’ 0.7pgg’ Gonze;lgg 4y col.,
NPEO, p 0.4 pg g'1
NP . Bilbao, llpgg’ Bartolomé y col.,
NPEO,,, | Scdimentos Espafia 15 g g 2005
: 1 Reid y col.,
NP Sedimentos Irlanda 1.57 ng g 2009
NP 2.83 ng g'1 ..
NPEO, Sedimentos Danubio 210 pg g’ MIC;CO(})’;OI"
NPEO, 028 g g’
NP . 24 pg g’ Vikelsoe y col.,
NPEO, Suelos Dinamarca 22 g o 2002
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Tabla 3. Concentraciones de NP, 4-n-NP y NPEOy encontradas en el medio ambiente

(continuacion).
Compuesto Matriz Localizacion \ Concentraciones
NP 283 ugg’ .
NPEO, Sedimentos Danubio 210 pg g’ MIC;(E)(})];OL’
NPEO, 028 nugg"
NP . 24pugg’ Vikelsoe y col.,
NPEO, Suelos Dinamarca 22 g g'l 2000
NP Suelos Reino Unido 44ugg’ Gibson y col,
2005
NPEOx Lodos Dinamarca 436pgg’ Cohgr(;g 1001"
NP 172 ng g’ Petrovic y col,
NPEO, x ~ 10 Lodos Barcelona 135 g g 2001
Nueva York, 1 Pryor y col.,
NP Lodos Estados Unidos 1840 e g 2002
NP . 93 ugg’ Fountoulakis y col.,
NPEO,, Lodos Grecia 33 g g’ 2005
4-n-NP Lodos Grecia 0.45ug g’ Stasinakis y col,
2008
1 Reid y col.,
NP Lodos Irlanda 228 ugg 2009
NP . 131 ug g’ -
NPEO, Lodos Aré(:al:i;;a’ 36 nug g'1 Apal‘l;(l)(())g col,
NPEO, P 16pg g’
Aire . , 3 Rudel y col,
NP exterior Varios origenes 100 ng m 2009
Aire Nueva York, _ 3 Dachs y col.,
NP exterior Estados Unidos 2.2770ng m 1999
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1.4.4. Toxicidad.

La toxicidad de estos compuestos reside en su capacidad para mimetizar el
comportamiento de los estrogenos naturales y provocar alteraciones en el sistema
endocrino de los organismos. El nonilfenol interacciona uniéndose como un estrégeno
por sus similitudes estructurales en el anillo fendlico. Un ejemplo de estas similitudes se
da con el 17-B-estradiol, estrégeno sintetizado de forma natural y que actia sobre el
desarrollo, mantenimiento y funciones de los o6rganos reproductores femeninos, los
ciclos de actividad sexual y las caracteristicas sexuales secundarias femeninas.
Asimismo, actua sobre el sistema cardiovascular y sobre el mecanismo de coagulacion
de la sangre, favoreciendo una disminucion en el tiempo de coagulaciéon y un aumento
del nimero de plaquetas. En la figura 7 se observa la similitud entre NP y 17-f-

estradiol.

Figura 7. A: 17-B-Estradiol; B: nonilfenol como ligandos para el estrégeno receptor

(Vazquez-Duhalt y col., 2005).

24



Introduccion Contaminantes Emergentes: Nonilfenoles

Mueller y su grupo en 1978 dieron los primeros indicios de la actividad del
nonilfenol como alterador endocrino (Mueller y col.,, 1978), siendo este hecho
posteriormente confirmado por Soto y col. (1991). Desde entonces se han publicado
numerosos estudios que muestran la toxicidad del NP en distintos organismos. Un
ejemplo caracteristico es el caso de las lombrices, que después de 196 dias de
exposicion al NP mostraron disminucion en el crecimiento y en el nimero de puesta de
huevos (Widarto y col., 2004). También existen estudios en los que se demuestra el
efecto del NP en hongos provocando un aumento en la produccion de esporas aunque,
en general, los efectos negativos sobre estos organismos son bastante bajos (Sumpter y
col., 1998). Por otro lado se ha demostrado que el impacto que tienen los alteradores
endocrinos sobre organismos acudticos versa principalmente sobre una afeminacion en
peces a concentraciones de nonilfenol entre 17 y 3000 pgL™ . Los invertebrados son
también sensibles al nonilfenol en el rango de 21-3000 pugL™, y en algas el LCs se
encuentra entre 27-2500 pgL ™. Los efectos en mamiferos incluyen la disminucion en el
aumento de peso y hemorragias en el higado. En diferentes especies acuaticas se han
observado factores de concentracion por acumulacién que varian entre 100 y 3400
veces. Por tanto, los nonilfenoles sufren biomagnificacion a través de la cadena trofica,
aunque este proceso puede reducirse gracias a la capacidad metabolica de los

organismos.

Otros estudios muestran que el NP tiene un efecto directo en la activacion del
estrogeno receptor alfa, el cual induce a la proliferacion de células cancerigenas en el
pecho (Recchia y col., 2004). En cuanto al 4-n-NP, estudios realizados sobre el
crecimiento en distintas plantas muestran que la presencia de este compuesto afecta a
especies como la remolacha a concentraciones entre 10-50 x 10~ mmol 1", produciendo
la muerte de todos los individuos en estudio a concentraciones superiores. Sin embargo
otras especies como la zanahoria y la soja presentan una menor sensibilidad, ya que a
concentraciones de 1000 x 10°mmol I no se observa efecto alguno (Bokern y col.,
1997). Por lo tanto y aunque los efectos positivos del uso de lodos en suelos agricolas
estan documentados, existen algunos riesgos asociados a esta practica que se encuentran

todavia en estudio (Petersen y col., 2003).

En la tabla 4 se recoge un resumen de los efectos que tienen el NP y algunos de

sus derivados etoxilados sobre distintas especies.
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Tabla 4. Efectos toxicos de NP y NPEOx. Unidades en pg I”' (Staples y col., 2004).

Compuesto

Especies

Condiciones del test NOEC LOEC

Adicionando concentraciones Mortalidad:
NPEO, Pimephales |de 0, 0.21, 0.65, 2.1, 7.9 7.9 pg !
promelas. ug/L a 3 machos y 3 hembras Fecundidad:
durante 42 dias. 7.9 ug 1!
Adicion durante 21 dias de Redu~c cion del Redu~c cion del
Trucha arco tamafio de los|tamafio de los
NPEO, . 30 pg/L de ambos . .
NP iris compuestos en peces de 2 testiculos. testiculos. ;
O. mykiss afios de edad NPEO;: - NPEO,: 38.3 ugl
' NP: - NP: 36.8 ug 1!
NPEO, 100 dias: concentraciones; Desarrollo sexual. 1
NPEO Medaka NPEO,: 30 a 1000 pg/L NPEO,: 1000 pg l'1
NPEO4 japonés NPEO,: 10 a 1000 pg/L NPEO,: 1000 pg I
NP ! Oryzias latipes | NPEO;: 10 a 300 pg/L NPEO;: 300 pg 1!
NP: 1 a 100 pg/L. NP: 100 pg I
Exposicion durante 21 dias, Mortalidad: Mortalidad:
NP Pulga de agua | método ASTM, 215 pg I 500 pg 1!
D. magna concentraciones de 0, 44.3, Crecimiento: Crecimiento:
63.1, 116, 215, 500pg/L. 116 pg I 215 pg I
96h, métodos ASTM y EPA,
Alga verde . - -
NP s concentraciones: 0, 26.6, Cremmlen_to: Cremmlen‘fo:
. 66.7, 136, 329, 694, 1480, 694 ug I 1480 pug I'!
Capricornutum 2720 pg/l
Lenteja de %%:Orjs;l;ls:roioiznéssrﬂ? Oy Produccion de Produccion de
NP agua. ’ ’ fronda: fronda:
L minor. | 38:0: 109,375, 901, 20801 g4 o 1 2080 pg I

pg/L.

ASTM: American Society Testing Method, EPA: Environmental Protection Agency, NOEC:

concentraciones sin efectos observados, LOEC: minima concentracion en la que se observan efectos.
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En la actualidad se estan empezando a utilizar alcoholes etoxilados en lugar de
los nonilfenoles polietoxilados cuya formula general es R-(CH,CH,O)H, donde R es
normalmente Co.16, con el fin de minimizar los efectos téxicos mencionados
anteriormente. Estos compuestos presentan propiedades similares a los nonilfenoles
polietoxilados, los procesos de eliminacion en las plantas de tratamiento de aguas no
suponen importantes cambios pero sus productos de degradacion son menos toxicos

(Toxicology Environmental Consulting Ltd., 2002).

1.4.5. Legislacion.

Actualmente existe una directiva, European Directive 2003/53/EC (Directiva
2003/53/EC, 2003), relativa a las restricciones sobre la comercializacién, uso y
preparacion de ciertas sustancias peligrosas, incluyendo el NP y NPEOx. También el
Working Document on Sludge 3™ Draft of the European Union aconseja una
concentracién limite de 50 mg kg™ de NP y NPEOx en lodos (Working Document on
Sludge, 2000). Por otra parte, algunos paises como Dinamarca y Suiza tienen
legislacion propia sobre la concentracion de NP y NPEOx en lodos procedentes de
depuradoras para su empleo en suelos agricolas, siendo el valor limite permitido para
Dinamarca de 10 mg kg™ y de 50 mg kg™ para Suiza (European Commission, 2001).
Sin embargo, no todos los paises tienen valores limites, razon por la cual es posible
encontrar altas concentraciones de estos contaminantes organicos en sedimentos, suelos,
aguas, lodos, etc. e incluso existen algunos estudios en los cuales se muestra la

presencia de NP en alimentos (Guenther y col., 2002).

En Estados Unidos, estd aprobado el uso de NP en adhesivos utilizados para el
empaquetado y transporte, y también estd permitido su uso como materia prima en la
fabricacion de papel, manufacturacion de resinas y compuestos poliméricos. Todos ellos
se emplean para empaquetar alimentos debiendo cumplir las condiciones marcadas en

21 CFR parte 175.300 (21 CFR, FDA).

27



Contaminantes Emergentes. Parabenos Introduccion

1.5. Parabenos.

Los parabenos son compuestos que se utilizan fundamentalmente como
bactericidas y conservantes en productos de cuidado personal y farmacos. Se utilizan
fundamentalmente siete compuestos, metil, etil, isopropil, propil, isobutil, butil y
bencilparabeno, todos ellos ésteres del acido p-hidroxibenzoico. En estudios realizados
en Estados Unidos se pudo constatar que de un total de 22228 productos, el
metilparabeno estaba presente en 7866, el etilparabeno en 2310, el propilparabeno en
6260 y el butilparabeno en 2784 (Lundov y col., 2009). Hasta el momento estos
compuestos no han sido objeto de estudios exhaustivos ya que en un principio como el
resto de los contaminantes emergentes, se consideraban inocuos. Sin embargo,
investigaciones recientes han comprobado la presencia de altas concentraciones de estos
compuestos en tejidos tumorales asi como una cierta actividad como alteradores

endocrinos, razon por la cual su estudio ha empezado a tener un mayor interés.

1.5.1. Estructura y propiedades fisico-quimicas.

Los parabenos son compuestos formados por un anillo fendlico con un grupo
ester en posicion 4, cuya ramificacion da el nombre a los distintos miembros de la
familia. En la tabla 5 se recogen las estructuras y algunas propiedades de estos

compuestos.

Por lo general, cuando se emplean estos compuestos como antimicrobianos, no
suelen utilizarse de forma individual sino que en las formulaciones cosméticas suelen
aparecer mezclas de los mismos para modificar su solubilidad y potenciar su accion. De
forma separada sus propiedades como antimicrobianos aumentan con el numero de
carbonos presentes en la cadena alquilica, sin embargo la solubilidad disminuye, razon
por la cual se utilizan también habitualmente junto a sales de sodio o formando

complejos con ciclodextrinas (Giordano y col., 1999).
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Tabla 5. Caracteristicas fisicas y quimicas de los parabenos.

Compuestos

MeP

EtP

iPrP

A

0.
o ~_ ° 0
N SN NN
Estructura
OH OH OH OH OH OH oH
N° CAS 99-76-4 120-47-8 4191-73-5 94-13-3 4247-02-3 94-26-8 94-18-8
i 152.2 166.2 180.2 180.2 194.5 194.5 228.25
Molecular
Pka 8.47 8.50 8.47 8.47
Log Ko 1.91 2.34 2.84 3.4 3.50 3.56

uorooNpoLU|
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1.5.2. Fuentes y Usos.

Como se ha mencionado anteriormente, los parabenos son conservantes y
antimicrobianos que se utilizan en un gran numero de productos de cuidado personal, en
farmacos, en alimentos y en bebidas. Proceden de la esterificaciéon de acido p-
hidroxibenzoico y su actividad principal es contra el moho y bacterias gram-positiva.
Normalmente se utilizan junto a otros compuestos que actlian contra bacterias gram-
negativas (Cashman y col, 2005). En la tabla 6 se recogen algunos de los principales

usos de los parabenos.

Tabla 6. Principales usos de los parabenos.

Uso Comentario

Posiblemente sea el uso mas generalizado de
estos compuestos. Geles de bafio, champus,
Productos de cuidado personal cremas dermatologicas, vendajes, cremas
solares, etc. En la mayoria de los casos se
emplean mezclas de estos conservantes.

En conservacion de alimentos se utilizan desde
1930, para la proteccion de productos carnicos

Bebidas y comidas (especialmente aquellos tratados con calor),
conservas vegetales, reposteria y salsas de
mesa.

Los parabenos han sido utilizados en
diferentes preparados farmacéuticos, tales
como cremas de uso topico o en recubrimiento
en pastillas.

Farmacos
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1.5.3. Presencia y evolucidn de la familia de los parabenos en el medio ambiente.

Dados los multiples usos que se han comentado anteriormente, los parabenos, al
igual que los nonilfenoles, pueden ser facilmente liberados al medio ambiente a través
de las aguas residuales, tanto industriales como domésticas que pueden ser utilizadas
como aguas de regadio y por tanto acumularse en acuiferos, suelos, sedimentos y lodos.
Los parabenos son compuestos que podemos encontrar en practicamente todas las
cremas hidratantes, nutritivas y solares por lo que otra posible via de contaminacion en
el medio ambiente es por liberalizacion directa al banarse, lavar o nadar en aguas de rio,
lago o mar. Ademas al estar tan extendida su utilizacion también se ha demostrado su

presencia en el polvo y el aire.

Aunque como se ha mencionado anteriormente el interés en estos compuestos es
reciente, existen varios trabajos publicados en los que se ha constatado la presencia de
parabenos en los distintos compartimentos medioambientales. Las concentraciones
encontradas no son excesivamente altas, siempre del orden de las ppb y en algunos
casos ppt. En la mayoria de los casos los andlisis se realizan en muestras acuosas,
siendo la bibliografia en lo referente a muestras solidas y aire muy escasa. En las tablas
6, 7 y 8, se muestra un resumen de las concentraciones encontradas en las distintas
muestras medioambientales de diferentes areas geograficas. En la mayoria de los
estudios, independientemente de la zona geografica y como hemos comentado
anteriormente, las concentraciones encontradas son muy bajas, pero los parabenos que
se encuentran en una concentracion mdas elevada son el metilparabeno y el
propilparabeno, ya que se trata de los dos conservantes mas utilizados al producir su uso

conjunto efectos sinérgicos.
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Tabla 7. Concentraciones de parabenos encontradas en distintas muestras

medioambientales acuosas.

Compuesto Matriz \ Localizacion \Concentraciones
MeP n.c.
EtP Agua Espafia 198.6 pgml" | Regueiroy col,,
PropP Residual P 2640 pg ml”! 2009
ButP 344 pg ml”
MeP Acua 2.92 ng ml”
EtP Resililual Espafia 0.21 ng ml” Canosa y col.,
PropP p 0.81 ng ml™! 2006
ButP 0.086 ng ml™
MeP 1.47 ng ml™
Agua |
P];:;EP Residual Toronto, Canada 2421; Eﬁ 2}1 Leey col., 2005
ButP 0.26 ng ml’!
MeP Agua 2.1 ng ml” ..
EtP procedente de Bélgica n.c. Bengtoso};rcoh
PropP WWTP 3.1 ngml”
MeP Agua 3.9 ng ml” )
EtP procedente de Bélgica n.c. Benl%tgo};col.,
PropP industria 6.1 ng ml"
MeP 0.3 ngml’
EtP Agua . 0.2 ng ml™ ,
PI‘OpP Residual Suecia 0.3 ng ml-l Paxeus, 1995
BzP 1 ng ml”!
MeP 3.2 ng ml”
-1
P]rEcEII;P Aguas 83 Eg 211 Blanco y col.,
ButP residuales Galicia, Espana nd. 2009
BzP 0.6 ngml’

n.c.: no cuantificado.
n.d.: no detectado.

32




Introduccion

Contaminantes Emergentes. Parabenos

Tabla 7.

Concentraciones

de parabenos

medioambientales acuosas (continuacion).

encontradas

en distintas

muestras

Compuesto Matriz Localizacion = Concentraciones
-1
MeP Agua de 2.4 ng ml ;
EtP ~ 0.10 ng ml
desecho de Espana A Canosa y col.,
PropP hospital .22 ng ml 2006
ButP P 0.019 ng m!”

MeP 85.1 ng ml™

EtP Agua de rio Bélgica 53.8 ng ml™ Benijts y col.,
PropP 78.4 ng ml™ 2004
MeP n.c.

P];:(:II:P Agua de rio Espafia 23.8111;(; ml” Regueiro y col.,
ButP 54.1 pg ml” 2009

MeP 0.04 ng ml”!

EtP n.e. Blanco y col
PropP Agua de grifo |Galicia, Espafia <LOQ 2003,9 °
ButP n.c.

BzP n.c.

MeP 0.04 ng ml”!

EtP <LOQ
PropP Aguaderio |Galicia, Espafia <LOQ Blanco y col.,
ButP <LOQ 2009

BzP <LOQ
MeP n.c.

P]rz(;[gP Agua de piscina Espafia 3. 31;;' ml”! Regueiro y col.,
ButP 77.5 pg ml™ 2009

n.c.: no cuantificado.
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Tabla 8. Concentraciones de parabenos encontradas

medioambientales solidas.

en distintas

muestras

Compuesto Matriz Localizacion Concentraciones
MeP 468 ng g'1
-1
EP Polvo interior | Galicia, Espafia 108 ng g_1 Canosa y col.,
PropP 406 ng g 2007
ButP 76ng g’
MeP 8.24ug g'1
EtP Polvo USA 218 g g R“dze(l)g;"l"
ButP 3.92 nug g'1
MeP 202ng g’
1 .
PropP Lodos Tarrag(NJna, 10 ng g_1 Nieto y col.,
BzP Espana Sngg 2009

Tabla 9. Concentraciones de parabenos encontradas en aire.

Compuesto Matriz Localizacion Concentraciones
MeP 29 ng m’
EtP Aire USA 4.0 ngm’
ButP 3.2ng m’

Rudel y col.,
2003

1.5.4. Toxicidad.

Como hemos citado con anterioridad el estudio de estos compuestos es reciente,

por lo que muchas investigaciones sobre su toxicidad se encuentran todavia en fase

inicial. Aun asi, existen distintos estudios que muestran una cierta toxicidad de estos

compuestos cuyos efectos se recogen a continuacion.

Alterador Endocrino. Distintos estudios realizados in-vitro revelan una pequena

actividad estrogénica, como son una unidén con estrogenos receptores, catalisis de la

expresion genética y proliferacion de las células cancerigenas MCF-7 (Darbre y col,

2002, 2003; Byford y col, 2002). Por otro lado, hay estudios realizados in-vivo con

algunos miembros de la familia de los parabenos (butil, isobutil y bencilparabeno) que
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muestran un incremento del tamafio del utero y efectos adversos en la reproduccion
masculina (Tavares y col., 2009). Pero a pesar de estos datos, su actividad endocrina es
varios Ordenes de magnitud inferior al estradiol y también inferior a la del nonilfenol,
como se muestra en un trabajo publicado por R. Golden en 2005 (Golden, 2005). Los
estudios in vitro comparan la cantidad de distintos parabenos que serian necesarios para
producir un efecto similar al de un compuesto de referencia como es el estradiol, que
muestra una alta actividad endocrina. Esta comparacion (en relacion molar) se hace en
términos de unién competitiva al estrogeno receptor (ER), de regulacion de la catalisis

en la expresion genética y de la proliferacion de las células MCF-7.

En la tabla 10, se recogen algunos de los resultados obtenidos en los estudios

realizados in vitro por distintos grupos de investigacion en las células MCF-7.

Tabla 10. Estudios in Vitro en las células MCF-7.

Comparacion con 17 B-estradiol (relacion molar)

Deteccion del oz
b Regulacmfl’ dela - »
Compuestos competitivo a el expresion Pro!1ferac10n de Ref.
ER de las células genética en las células MCF-7
MCF-7 células MCF-7
17 p-estradiol 1 1 1
Byford y col.,
2002
Metilparabeno 1.000.000 10.000 1.000.000
Etilparabeno 1.000.000 10.000 1.000.000 Darbre y col.,
2002
Darbre y col.,
Propilparabeno 100.000 10.000 100.000 2003
Isobutilparabeno 100.000 1000 100.000
Butilparabeno 100.000 1000 100.000 Ok“ggoyl col.,
Bencilparabeno 1000 1000 100.000

Como se observa en la tabla 10, estos compuestos presentan mucha menor

actividad como alteradores endocrinos que el estradiol y esta afirmacion se confirma
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con los distintos estudios in vivo realizados en varios animales, diferenciando entre
machos y hembras, ya que los efectos que tienen varian en funcién del sexo. Estos
estudios in vivo demuestran que los parabenos de cadena mas corta muestran una menor
actividad como alteradores endocrinos y que son los de cadena larga o ramificada los
mas estrogénicos, si bien atn en varias 6érdenes de magnitud inferiores al estradiol. En
la tabla 11 se recogen las dosis de los diferentes parabenos a partir de las cuales se

producen efectos sobre el utero.

Tabla 11. Estudio de diversas concentraciones sobre el utero en ratas y ratones.

Efectos sobre el utero Efectos sobre el utero

Compuesto en ratas en ratones
(administracion:dosis) (administracion:dosis)

No (Sc: 80 mg/kg/dia) No (Sc:100mg/kg/dia) izliﬂel%g;gy

Metilparabeno No (0:800mg/kg/dia) No (0:1000mg/kg/dia) Hossaini y
col., 2000

. No (Sc:100mg/kg/dia) Hossaini y
Etilparabeno No (0:1000mg/kg/dia) | col., 2000

. No (Sc:100mg/kg/dia) Hossaini y
Propilparabeno No (0:100mg/kg/dia) | col., 2000
Hossaini y

. Si (Sc:600mg/kg/dia) . , col., 2000

Butilparabeno No (0:1200mg/ke/dia) No(Sc:100mg/kg/dia) Routledge y
col., 1998
Bencilparabeno Si (externo: 33mg/dia) Darbre y
' col., 2003

Isopropilparabeno Sin datos Sin datos

. Si(Sc:72'y 720 Darbre y
Isobutilparabeno me/kg/dia) col., 2002

Sc: subcutaneo

O: oral
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También se ha demostrado la influencia que pueden tener los parabenos sobre la
infertilidad masculina. Aunque es un tema que se encuentra todavia en estudio, diversas
investigaciones han demostrado que tanto el butilparabeno como el propilparabeno
tienen efectos negativos en la sintesis de testosterona y en la actividad reproductiva
masculina (Oishi, 2001, 2002). Sin embargo, los efectos del metil y del etilparabeno son
los contrarios, confirmandose asi, un orden de mayor a menor en términos de accion
disruptora: isobutil > isopropil > bencil > butil > propil > etil > metilparabeno. De
hecho, un estudio realizado en peces por Pedersen y col. muestra que el etilparabeno
posee una actividad como alterador endocrino hasta seis veces menor que el propil y el

butilparabeno (Pedersen y col., 2000).

Por otro lado, distintos estudios sugieren que la exposicion a butilparabeno
durante los periodos de gestacion y lactancia tiene efectos negativos sobre el desarrollo
de los organos reproductivos masculinos. Ademds en distintos estudios realizados in
vivo en ratas y ratones sometidos a distintas concentraciones de butil y propilparabeno,
se ha confirmado que tanto el tamafio de los 6rganos como la movilidad y el nimero de
espermatozoides se ve reducido (Oishi y col., 2001, 2002; Kang y col., 2002; Tavares y
col., 2009). En la figura 8 aparece un esquema que resume los posibles efectos toxicos

que pueden tener los parabenos sobre la célula (Darbre y col., 2008).

HOMBRE

CELULA

Estradiol sulfatado

SULT;\

o Estradiol Ibre

PARABENOS

p ER agonista
PARABENOS

y mitocondrias

PARABENOS Metilparaben
+ UVB

Figura 8. Esquema de los efectos toxicos que pueden generar los parabenos en la

célula (Darbre y col., 2008).
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Parabenos y cancer de mama. Posiblemente uno de los estudios que mas haya
llamado la atencidon y aumentado la preocupacion sea el desarrollado por Darbre y col
en 2004. En este trabajo se observaron altas concentraciones de parabenos,
concretamente 12.8 ng g ' de metilparabeno, 2.0 ng g ' de etilparabeno, 2.6 ng g ' de
propilparabeno, 2.3 ng g ' de butilparabeno, y 0.9 ng g "' de isobutilparabeno en
tumores de mama. Esto demostr6 que al menos una proporciéon de los parabenos
presentes en cosméticos, alimentos y productos farmacéuticos es absorbida y retenida en
tejidos humanos, aunque en este estudio no se identific la fuente de los parabenos o si

estos entraban al cuerpo humano por via oral o topica.

Dermatitis. Existen una gran cantidad de estudios que describen casos de
dermatitis en la piel como resultado del contacto con los parabenos presentes en
distintos productos de aplicacion tdpica, como cremas, geles, pomadas, vendajes
médicos, etc. En general la dermatitis de contacto suele tener una mayor incidencia en
personas que presenten algun tipo de dafio en la piel, ya que ésta se encuentra mas
sensible y la aplicacion de cualquier producto que contenga parabenos puede
desencadenar la dermatitis. Aun asi, el porcentaje de incidencia de la dermatitis de
contacto producida por parabenos es bastante baja, rondando en la mayoria de los

estudios de 0 a 4.2 % (Cashman y col., 2005).

En cuanto a la ingestion de productos que contengan parabenos en su
composicion por parte de personas sensibles a los mismos, son pocos los casos que se
conocen en los que se haya producido algin tipo de efecto. Veien y col. en 1996
realizaron un estudio en un grupo de 14 personas sensibles a los parabenos a las que se
suministr6 un placebo y cépsulas con parabenos. Solo dos individuos mostraron

sensibilidad ante estos compuestos.

Gracias a la existencia de los distintos estudios que muestran la toxicidad de los
parabenos, distintas casas comerciales de productos cosméticos como L’Oréal y
Givaudan, ya han desarrollado patentes de productos libres de estos compuestos.

(Thelme, L"Oréal; Natsch, Givaudan).
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1.5.5. Legislacién.

En 1976 la Union Europea estableci6 la directiva 76/768/EC para homogenizar
las leyes de los estados miembros en relacion a los productos cosméticos. En el anexo
IT de la misma se recogen algunas sustancias que se encuentran prohibidas y otras que
presentan una concentracion méaxima permitida. Este es el caso de los parabenos, para
los que se ha establecido una concentracion méxima individual de 0.4% o bien no
superior al 0.8% de la mezcla de ellos (Directiva 76/768/EC). Estas restricciones

coinciden con las establecidas por Estados Unidos.

El Scientific Comité on Consumer Products (SCCP) de la Comisioén Europea, es
un comité independiente formado por cientificos expertos en distintos campos que
evalian la composicion de cosméticos y analizan sus posibles efectos toxicos. En su
ultima reunion realizada en junio del 2008 se pusieron en duda algunos de los estudios
realizados sobre la toxicidad de estos compuestos, y se acordd la necesidad de realizar

nuevos estudios para poder establecer con mas seguridad dicha toxicidad (SCCP, 2008).

En Estados Unidos todos los conservantes para cosméticos son evaluados por
Cosmetic Ingredient Review (Cosmetic Ingredient Review) integrado por miembros de
la industria, de la FDA y de la federacion de consumidores americanos. Tanto en USA
como en la EU los fabricantes estdn obligados a incluir en cada producto en orden
descendente de concentracion todos los ingredientes utilizados, permitiendo de esta
manera a los consumidores conocer los ingredientes contenidos a fin de evitar posibles

reacciones alérgicas.

En cuanto a las concentraciones maximas permitidas en los distintos
compartimentos medioambientales, no existe legislacion al respecto, ya que se trata de
compuestos cuyos efectos toxicos en el medio ambiente y el los seres humanos se estan

empezando a investigar.
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2. TECNICAS DE EXTRACCION DE COMPUESTOS ORGANICOS EN
MUESTRAS AMBIENTALES.

2.1. Conceptos generales.

Los problemas que se pueden presentar en el andlisis de compuestos organicos
en muestras ambientales son muy diversos. La gran mayoria de compuestos orgénicos
presentan la misma composicion, estan formados por C, O, H, N y en alglin caso S y
halégenos y se diferencian exclusivamente por su estructura molecular. Ademas, en
ocasiones, los compuestos pueden suftir alteraciones a causa de la temperatura, la luz,
etc., por lo que es necesario utilizar técnicas de extraccion que no alteren al compuesto
durante el proceso, o bien lo hagan de una manera controlada y conocida. Por otro lado,
la mayoria de los detectores utilizados para la determinacion de compuestos organicos
no son selectivos, con la excepcion del espectrometro de masas, por lo que requieren un
cierto grado de limpieza de la muestra. Por todo ello es de gran importancia realizar
procesos de preparacion de muestra en los que no sélo se extraiga el analito de interés
de la matriz en la que se encuentra, si no que también quede libre de interferencias y se
encuentre en una concentracion lo suficientemente alta para poder ser medido. Para ello,

un método de tratamiento de muestra adecuado puede implicar tres etapas:

e [Extraccion.
e Preconcentracion

e Limpieza.

El proceso de extraccion es especialmente delicado, ya que se tiene que
conseguir separar en su totalidad el analito de interés de la matriz en la que se

encuentra.
Para saber si la extraccion ha sido completa se utilizan dos procedimientos:
1. Extracciones sucesivas. Se realizan extracciones sucesivas en una muestra con
un disolvente o mezclas de disolventes adecuados hasta que el analito deja de

aparecer en el extracto. De esta forma se puede evaluar el numero de

extracciones necesarias para aislar por completo el analito.

45



Técnicas de Extraccion Introducciéon

2. Muestras enriquecidas. Se anade una cantidad de analito conocida y se compara
la cantidad del analito afiadido con la recuperada en el proceso de extraccion. En
este caso hay que asegurar que el analito que se afiade se encuentre en el mismo
estado que el analito original, por lo que es necesario dejar un tiempo de

contacto con la matriz para que se alcance el equilibrio.

En la mayoria de los casos después de la extracciéon es necesario realizar
procesos de limpieza para eliminar el mayor numero posible de interferencias y en
ocasiones es necesario realizar una preconcentracion para poder alcanzar los limites de

cuantificacion de la técnica empleada para la determinacion final.

A continuacion se hard una breve exposicion de las técnicas de extraccion mas
comunes empleadas en el andlisis de compuestos organicos en muestras

medioambientales.

2.2. Extraccion Sélido-Liquido.

Es el método de extraccion mas empleado en la extraccion de compuestos

organicos de muestras solidas.

El procedimiento a seguir se basa en la puesta en contacto de la muestra
conteniendo los analitos con un disolvente o mezcla de disolventes adecuada para ser
sometida posteriormente a distintos procesos que permitan separar el analito de la
matriz. El proceso debe ser optimizado con el fin de extraer cuantitativamente los
compuestos de interés y minimizar la co-extraccion de otros compuestos que puedan ser
interferentes a la hora de realizar la determinacion final. En la figura 9 se recogen las

etapas implicadas en un proceso de extraccion soélido-liquido.

e Etapa 1. El disolvente penetra en el interior de la matriz sélida.

e [Etapa 2. La presencia del disolvente provoca la desorcion del analito que se
encontraba adherido a puntos especificos de la matriz.

e Etapa 3. Una vez liberado el compuesto, éste debe difundir a través de la

matriz s6lida que lo contenia.
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e FEtapa 4. Al separarse de la matriz y difundir por la misma se disuelve en el
disolvente.

e FEtapa 5. Al igual que difundia por la matriz so6lida, el compuesto debe
difundir a través del disolvente y salir fuera de los poros de las particulas de
la matriz solida.

e FEtapa 6. Los analitos son arrastrados por el disolvente al exterior.

- Materia Organica
: '-‘2‘}?"{%'..
L e T
4 s £

DISOLVENTE

Figura 9. Esquema representativo de un proceso de extraccion solido-liquido.

A la hora de realizar la extraccion es necesario optimizar una serie de pardmetros
como son: el disolvente empleado para la extraccion, el volumen de disolvente, la
temperatura, la presion y el tiempo de extraccion. La optimizacion de estos pardmetros

permitird conseguir extracciones cuantitativas y reducir el tiempo dedicado al proceso.
En la tabla 12 se recogen algunas de las técnicas de extraccion solido-liquido
mas utilizadas, asi como las ventajas e inconvenientes mas caracteristicas de cada una

de ellas (Céamaray col., 2002).

La seleccion de una u otra va a depender de la fortaleza de la interaccion analito-

matriz asi como del material disponible en el laboratorio.
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Tabla 12. Técnicas de extraccion solido-liquido.

Técnica de Extraccion

Agitacion

Extraccion asistida por
ultrasonidos

Esquema

i
=

AN

Ventajas

1. Sencillo manejo.
2. Util para analitos
débilmente unidos a la matriz.

1. Sencillo manejo

2. Se emplean volimenes de
disolvente pequefios.

3. Bajo coste.

Inconvenientes

1. Posibilidad de contaminaciones.
2. Exposicion del operador a disolventes toxicos.
3. Poca eficiencia de extraccion.

1. Riesgo de contaminacion y pérdida del analito por la
necesidad de evaporar
2. Exposicion a vapores toxicos.
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Técnica de Extraccion

Soxhlet

Tabla 12. Técnicas de extraccion solido-liquido (continuacion).

Esquema

Plato poroso.
Matraz de
destilacion.
Paso de
destilacion.
Carcasa Porosa.
Muestra sélida.
Brazo de sifén de
entrada del
- disolvente.

7. Brazo de sifon de

N =

ook w

~18 ) salida del
o

Lv disolvente.

- 8. Adaptador.

=) 9. Condensador /
reflujo.

Celdas de Extraccion

Magnetran

Ventajas

1. Bajo coste.

2. Util para distintos tipos de
muestra.

3. Facil manejo.

Inconvenientes

1. Largos tiempos de extraccion,
de 16 a 24 horas.

2. Elevadas cantidades de
disolventes organicos.

3. Es necesario la evaporacion
de un gran volumen de
disolvente.

ponuy

7

uoroon

Lhcroondas

Extraccion asistida por

microondas
(Camel, 2001)

Trifusaz - - ]
st 7
L]

N g

Base votatoria

Sistema cerrado

1

Ty
Célula Jl

= Mmestra

Conexidn

Disco Cubierta

Disolvente

Soporte

1. Minimiza el tiempo de extraccion.
2. La energia esta localizada y se
aprovecha mejor.

3. Se emplean volumenes de
disolvente pequefios.

4. Robusto y facil manejo.

5. Permite extraer varias muestras a
la vez.

1. Alto coste.

2. El extracto obtenido debe ser
filtrado.

3. Degradacion de compuestos
termolabiles.

4. Es dificil de automatizar y
acoplar a otras técnicas.
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Tabla 12. Técnicas de extraccion solido-liquido (continuacion).

Técnica de Extraccion Esquema

Bomba
Extraccion con
disolventes a alta
presion (PLE).
Disolvente HNitrégeno

1

Celdade
Extraccién

Hotno

7
/
/

Ventilanién

Resibos 1l colector

Ventajas

1. Bajo consumo de disolventes organicos.
2. Répidez.

3. Se controlan todos los parametros de la
extraccion (temperatura, presion, potencia).

Inconvenientes

1. Elevado coste inicial.
2. Depende del tipo de
matriz.
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2.3. Extraccion con fluidos supercriticos.

Los fluidos supercriticos son liquidos o gases en condiciones normales que
llevados a unas condiciones operativas de elevada presion y temperatura moderada (por
encima de su punto critico) adquieren unas propiedades excelentes como extractantes
gracias a su elevado poder disolvente en estado supercritico. En estas condiciones el
fluido supercritico se considera un hibrido entre gas y liquido ya que tienen en comun
con los gases sus buenas caracteristicas para difundir a través de la matriz, y con los
liquidos, su elevado poder de solvatacion. Todo ello les confiere propiedades excelentes

como extractantes.

El fluido supercritico mas utilizado es el CO,, que es quimicamente inerte, es
inocuo, no es inflamable y su punto critico es fécil de alcanzar (31,1°C y 71,8 atm). El
unico problema que presenta el CO; es que se trata de un fluido apolar y por tanto es
adecuado tUnicamente para la extraccion de analitos apolares. Para solucionar este
problema se utilizan modificadores (ej: MeOH) que varian la polaridad del fluido

supercritico y permiten asi la extraccion de los compuestos mas polares.

En la figura 10 se recoge un esquema del un equipo de extraccion con fluidos
supercriticos (SFE):

Celda de
EXT.I'.‘I(‘(‘iIfl].l

;
.-'lr
— Vilvula ] |F
e ““\_ . - Horno
A I

£ '\-,__
Bomba | Vilvula
? -— Restrictor
-~ e
‘ 1 ]
N
Fluido Modificador Vial colector

(COy

Figura 10. Esquema SFE

El proceso de extraccion con fluidos supercriticos se realiza a una presion entre

150 y 450 atm y a temperaturas que varian de 40 a 150 °C, estando la muestra situada
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en un cartucho de alta presion. Los analitos se recogen en un pequefio volumen de

disolvente organico o bien se atrapan sobre un soporte adecuado (Lin y col., 1999).

Entre sus ventajas destacan la baja cantidad de disolventes organicos empleados,
el uso de CO;, que no es toxico y permite conseguir cierta selectividad en la extraccion y
es un proceso rapido y automatico. Pero también presentan una serie de inconvenientes
como son su elevado coste, la necesidad del uso de modificadores para la extraccion de

compuestos polares, asi como el limitado tamafio de muestra.

Esta técnica ha sido empleada para la extraccion de 4-Nonilfenol en lodos (Lin y
col., 1999) y sedimentos, (Yang y col., 2008), PCBs, PBDEs y POPs en tejidos de
animales (Fidalgo-Used y col., 2007) o PCBs en suelos (Hallgren y col., 2006).

2.4. Extraccion con agua subcritica.

La extraccion con agua subcritica es una técnica derivada de la extraccion con
disolventes a alta presion y también recibe el nombre de extraccion con agua caliente
presurizada. En esta técnica la extraccion se realiza con agua, a temperaturas superiores
a 100°C y a elevada presion para mantenerla en forma liquida (agua subcritica). Asi es
posible aumentar la solubilidad de los compuestos orgéanicos en ella, pudiéndose utilizar
la misma como base extractante y haciendo de la extraccion una técnica mas respetuosa
con el medio ambiente y mas econdomica que cuando se utilizan disolventes organicos.
El mayor inconveniente que presenta esta técnica es que no es apropiada para
compuestos labiles, ya que el agua a altas temperaturas es muy oxidante (Hydtyldinen,

2009).

Existen varias aplicaciones de la extraccion con agua subcritica en el analisis
ambiental como son por ejemplo bifenilos policlorados (Yang y col., 1995) o
hidrocarburos policiclicos aromaticos en sedimentos (Fernandez-Gonzalez y col., 2008),
fenoles en frutas (Khuwijitjaru y col., 2008) o antioxidantes fendlicos en muestras

vegetales (Hartonen y col., 2007).
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2.5. Dispersion de la matriz en fase sélida.

La extraccion por dispersion de la matriz en fase sélida (Matrix Solid-Phase
Dispersion, MSPD) es un proceso de extraccion introducido en 1989 por Barked. En
este proceso la muestra se mezcla con un adsorbente solido y se tritura hasta la completa
homogenizaciéon de la misma. Posteriormente esta mezcla se empaqueta en una columna
y los analitos se eluyen con los disolventes apropiados. También existe la posibilidad de
realizar una etapa previa de lavado para eliminar las interferencias. Aun asi, por lo
general es necesario un proceso posterior de limpieza mediante un extraccion en fase

solida tradicional (Barked y col., 1989).

Esta técnica es especialmente util para muestras sélidas o semi-solidas, y entre
sus ventajas destacan la simplicidad, la poca cantidad de muestra y disolventes
organicos, unos tiempos de extraccion cortos y que no se requiere preparacion o
mantenimiento de un equipo. En cuanto a la selectividad de la MSPD, ésta depende de
los adsorbentes utilizados, pero son muchas las aplicaciones que se han hecho en
muestras complejas, como por ejemplo la determinacion de distintos pesticidas en
muestras de fruta, vegetales y tejidos de animales (Kristenson y col., 2006; Albero y

col., 2003).

2.6. Extraccion liquido-liquido.

La extraccion liquido-liquido es la técnica de extraccion, preconcentracion y
limpieza mas ampliamente utilizada en el andlisis de muestras o extractos liquidos. Se
basa en la transferencia de un analito de una muestra a un disolvente por el que tiene

una mayor afinidad y que es inmiscible con la muestra (Fig. 11).

Al poner en contacto la muestra con el disolvente y después de un periodo de
agitacion se produce un equilibrio de reparto del analito ente la muestra y el disolvente
utilizado para la extraccion. Cuanto mayor sea la constante de distribucion (K=
concentracion analito en el disolvente/concentracion analito en la muestra) mayor sera
la eficiencia de la extraccion. Hay varios factores que pueden afectar a la extraccion

liquido-liquido, el fundamental es la polaridad de los analitos en estudio que es
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recomendable conocer a priori para una correcta eleccion del disolvente extractante.
También es importante el volumen de disolvente, el nimero de extracciones y, en
algunos casos, también puede modificarse el pH o la fuerza ionica del medio

favoreciéndose de este modo la extraccion.

o

Mﬂ%% -

=

Figura 11. Representacion de la extraccion liquido-liquido discontinua convencional

con un embudo de decantacion.

Una variedad de esta técnica es la extraccion liquido-liquido en continuo. Se
suele utilizar para aquellos compuestos que presentan una cinética lenta, es decir,
compuestos que tardan mucho en alcanzar el equilibrio. El procedimiento se basa en un
flujo continuo de fase extractante a través de la muestra y depende de las densidades
relativas de la fase acuosa y de la fase orgdnica. Como principales ventajas presenta
altos rendimientos y un menor consumo de disolventes, pero es una técnica que
consume mucho tiempo y se producen pérdidas de los analitos volatiles y degradacion
de los termolabiles. En la figura 12 se representa un esquema de este proceso.

L,

Menos denso Mas denso

Figura 12. Representacion de la extraccion liquido-liquido en continuo.
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Actualmente también se tiende a utilizar la microextraccion liquido-liquido, con
la idea de facilitar la automatizacién y disminuir el consumo de disolventes. La
microextraccion liquido-liquido o también denominada microextraccion en fase liquida,
fue introducida por primera vez en 1996 y se basa en la utilizacién de una pequena gota
de disolvente orgédnico que se encuentra al final de la aguja de una microjeringa. La gota
se sitia en una muestra acuosa y los analitos se extraen mediante difusion pasiva,
posteriormente la gota se introduce en la jeringa y de aqui a un cromatdgrafo de gases

para el analisis final.

Son muchos los ejemplos en los que se ha utilizado esta técnica para la
separacion o extraccion de distintos compuestos como por ejemplo la ciclofosfamida en

orina (Sottani y col., 1996) o codeina en agua (Petersen-Bjergaard y col., 2005).

2.7. Extraccion en fase solida.

La extraccion en fase solida es una técnica de preparacion y tratamiento de
muestra que se basa en la retencion de los compuestos de una muestra o extracto liquido

en una fase solida y su posterior elucion con un disolvente adecuado.

Esta técnica se utiliza fundamentalmente para la limpieza y preconcentracion de
muestras, cambio de fase, y conservacion o transporte de la muestra. Ha sido utilizada
tanto para el andlisis medioambiental como biomédico y/o toxicoldgico asi como en el
analisis de alimentos. Un ejemplo es su uso para la determinacién de 33 sustancias
presentes en la lista REACH (Registration, Evaluation, Authorisation and Restriction of
Chemical Substances) en muestras de aguas, entre estas sustancias se encuentran los
compuestos organoclorados, organofosforados, pesticidas, carbamatos, fungicidas,

ftalatos, alquilfenoles y bisfenol A (Baugros y col., 2008).

Se puede realizar en distintos formatos como son discos, cartuchos y jeringas
pero el modo de trabajar es comun en todos ellos, pudiéndose distinguir 4 etapas

fundamentales:

1. Acondicionamiento del adsorbente con disolventes de naturaleza

similar a las muestras que se van a cargar.
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2. Carga de la muestra que contiene el analito en un disolvente
determinado.
3. Lavado con un disolvente o mezcla de disolventes con el fin de

eliminar interferencias procedentes de la matriz pero sin romper las

interacciones entre el adsorbente y los analitos a determinar.

4. Elucion. En esta ultima etapa se deben utilizar disolventes o mezcla de

disolventes que rompan las interacciones con el adsorbente.

A la hora de realizar la extraccion en fase sélida hay que tener en cuenta dos
parametros de gran importancia como son la capacidad del adsorbente, que es la
maxima cantidad de analito que puede quedar retenida en el adsorbente y el volumen de
ruptura, que es el volumen maximo de muestra que puede pasar por el adsorbente sin

que se produzcan pérdidas por efecto lavado.

Existen distintos tipos de adsorbente y su eleccion se debe realizar en funcion de
las caracteristicas de analito que se desee determinar. En la tabla 13 se recogen algunos

ejemplos de los adsorbentes mas ampliamente utilizados.

Como se ha mencionado anteriormente, la eleccion de una fase soélida u otra va a
depender del tipo de analito y de la matriz en la que se encuentra. Por ejemplo para el
aislamiento de compuestos apolares en una matriz polar se utilizan fundamentalmente
como fases solidas C;s, Cg o fenil entre otras, mientras que si se trata de compuestos
polares en matrices apolares se suelen utilizar fases como silice, NH», Florisil, o Diol.
En el caso que se deseen aislar compuestos ionizables se utilizan intercambiadores

16nicos tipo SAX o SCX (strong anion o cation exchanger).

56



Introduccién

Técnicas de Extraccion

Tabla 13. Tipos de fase solida utilizados en la extraccion en fase solida.

ALQUIL-SILICAS

OTROS

Octil (Cy)
Octadecil (Cys)
Apolares
Ciclohexil
Ciclofenil
Cianopropil
Polares Aminopropil
Dioles
Acidos
Cationico sulfonicos
o (SCX) Acidos
Cambio i6nico
Carboxilicos
Aniodnico Aminas
(SAC) terciarias
‘ _ Estireno-DVB
Apolares Resinas modificadas .
Metacrilato
Gel de silice
Polares Alimina
Florisil

Exclusion molecular

Sorbentes de

afinidad

Inmunosorbentes

Polimeros.
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2.8. Polimeros de impresion molecular (MIPs).

2.8.1. Generalidades.

Los polimeros de impresion molecular (MIPs) son materiales poliméricos que
presentan cavidades especificas complementarias en forma, tamafio y grupos
funcionales a un compuesto determinado. En los MIPs el mecanismo de interaccion
analito-cavidad imita el mecanismo de reconocimiento molecular que se produce de
forma natural en la reaccion antigeno-anticuerpo. Su estabilidad, facil preparacion y su
bajo coste hacen que los MIPs sean materiales muy atractivos para un gran numero de
aplicaciones, entre las que destacan fases estacionarias en columnas para HPLC,
sensores, inmunoensayos, asi como su empleo como adsorbentes selectivos para la

extraccion en fase solida de compuestos presentes en matrices complejas.

La técnica para la obtencion de los polimeros de impresion molecular se basa en
la sintesis de un polimero altamente entrecruzado alrededor de un analito plantilla en
presencia de un mondmero adecuado. En una primera etapa se ponen en contacto el
analito y el monomero, en el disolvente (porogen) seleccionado para formar el complejo
de prepolimerizacion. Posteriormente, se afiade el entrecruzante y finalmente el
iniciador para comenzar la polimerizacion. La polimerizacidon suele ser radicalica y
puede estar inducida tanto fotoquimica como térmicamente. Una vez obtenido el
polimero, éste se somete a un proceso de intenso lavado en el que se elimina la plantilla,
dejando libres en la red polimérica sitios de union que son complementarios en forma,
tamafio y orientacion de grupos funcionales al analito plantilla. En la figura 13 se recoge

un esquema del proceso de sintesis de un polimero de impresion molecular.
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/_Q Complej acion

i Polimerizacion

- Analito
plantilla

-
—_—

+ Analito
plantilla

Figura 13. Esquema de la preparacion de polimeros de impresion molecular.
2.8.2. Sintesis de los polimeros de impresion molecular.
Seglin el tipo de interaccion analito-polimero se distinguen tres modelos de MIPs.

Polimeros covalentes. Los primeros trabajos de impresion molecular con
polimeros organicos sintéticos se basaron en el modelo covalente y fueron presentados
en el afio 1972 por el grupo de Gunter Wulff (Wulff y col., 1972). Este modelo se basa
en la unién mediante enlace covalente del analito plantilla y el mondémero, tanto durante
la polimerizacion, como en el posterior reconocimiento de los analitos. En la mayoria de
los casos, las plantillas empleadas han sido sintetizadas en el laboratorio partiendo de
moléculas con grupos dioles en su estructura capaces de formar ésteres ciclicos con

mondmeros que contengan acido borico.

En la figura 14 aparecen algunas estructuras de los complejos plantilla-

monomero necesarios para la formacion de los polimeros covalentes.
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Figura 14. Estructura de algunos complejos utilizados en la sintesis de polimeros
covalentes. A. Base se Schiff de fenilalanina anilida con 4-vinilbenzaldehido, B.
Bis-Ketal de 1,3-diacetilbenceno con diol polimerizable. C. derivado de acido
glicérico que es una combinacidén entre enlace covalente irreversible (amida) y
reversible (ester de borato) D. 4-nitrofenil-a-D-manopiranosido-2,3:4,6-di-O

(vinilfenilboronato),

Una vez formado el complejo, éste polimeriza en presencia de una gran cantidad
de agente entrecruzante formandose una red rigida. Para eliminar el complejo inicial es

necesario revertir los enlaces covalentes utilizando por ejemplo hidrolisis a reflujo.

Las principales ventajas que presenta este modelo residen en su extraordinaria
selectividad, ya que en la preparacion de polimero es posible controlar la estequiometria
del complejo formado (plantilla-monomero), por lo que se evita la presencia de

monomeros fuera de las cavidades, minimizando asi las interacciones no especificas.
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Esta distribucion homogénea de los sitios de union los convierte en polimeros
optimos como fases estacionarias para HPLC o cromatografia electroforética. Sin
embargo, su aplicabilidad es limitada, ya que no existen muchos monomeros que
formen enlace covalente reversible con los analitos plantilla. Este inconveniente junto
con la mayor facilidad de preparacion de los polimeros no-covalentes hace que su
utilizacion no esté muy extendida. Aun asi existen algunos ejemplos de polimeros
covalentes especificos para la nortriptilina (Khasawneh y col., 2001) o el bisfenol A

(Ikegami y col., 2004).

Polimeros semi-covalentes. Fueron desarrollados por primera vez en 1995 por
Whitcombe y su equipo. Es un método que se puede considerar un hibrido entre el
método covalente y el no covalente ya que la interaccion inicial entre el analito plantilla
y el monomero es mediante enlace covalente mientras que en el reconocimiento
posterior del analito la interaccidon es no covalente. La combinacion de ambos tipos de
interaccion facilita el trabajo con respecto al método covalente ya que el no tener que
formar un enlace covalente reversible permite la utilizaciéon de un mayor nimero de
mondmeros y analitos que pueden formar entre ellos enlaces mas fuertes y estables

(Whitcombe y col., 1995).

Al igual que los polimeros obtenidos mediante el método covalente, los
polimeros semi-covalentes presentan una alta selectividad y una mayor homogeneidad
en la distribucion de sitios de unidén en la matriz polimérica. El mayor inconveniente
reside en que la distancia necesaria para formar enlaces no covalentes es mayor que la
de los covalentes, de forma que en ocasiones los huecos generados mediante interaccion
covalente son demasiado pequefos para la posterior unién no covalente. Este problema
fue resuelto por Whitcombe utilizando un grupo carbonilo como espaciador entre el
monomero y el analito plantilla que posteriormente se eliminaba en forma de CO,. Asi

los impedimentos estéricos quedaban eliminados.

Este tipo de polimeros fue utilizado para la limpieza de triazinas en muestras de
suelo y vegetales (Cacho y col., 2006). En la figura 15 aparece un esquema en el que se
representa la formacion del compuesto de pre-polimerizacion y posteriormente la

preparacion de polimero.
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Figura 15. A) Sintesis del compuesto pre-polimérico metacrilato de propazina. B)

Esquema de preparacion de polimero semi-covalente de propazina (Cacho y col., 2006).

Polimeros no-covalentes. El método no covalente fue introducido por primera
vez en 1981 por Arshady y Mosbach (Arshady y col., 1981), y actualmente es el método
mas utilizado debido a los buenos resultados obtenidos asi como a la sencillez en la

preparacion de los polimeros.

La sintesis de los MIPs no covalentes se basa en la interaccion compuesto
plantilla con un mondémero que presenta grupos funcionales apropiados para formar
enlaces no covalentes (p.ej. puentes de hidrogeno) en el disolvente (porogen) adecuado.
Después de la sintesis, la plantilla se elimina mediante un proceso de lavado mas o
menos agresivo con un disolvente o mezcla de disolventes, dejando libres los huecos de
union para el posterior reconocimiento de los analitos. En la figura 16 se muestra un

ejemplo de un proceso de sintesis de polimeros de impresion no covalente para fosfatos.
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Figura 16. Esquema de la preparacion de un polimero no-covalente selectivo
para fosfatos: a) el difenilfosfato (plantilla) junto con el 1-allyl-2-tiourea (mondmero) se
mezcla con acetonitrilo (disolvente); b) se inicia la polimerizacidon con la adicion del
etilenglicol dimetacrilato (entrecruzante); ¢) formaciéon un hueco de unioén especifico

tras la eliminacion de la plantilla; d) reconocimiento selectivo (Kugimiya y col., 2008).

En este modelo, y para favorecer el equilibrio de formacioén del complejo de
prepolimerizacion, se trabaja empleando un gran exceso de mondmero; tipicamente
relacion molar 1:4 (plantillazmondmero). Si bien asi se garantiza la integridad del
complejo, esta forma de trabajar conlleva que queden en la red polimérica restos de
monomero libre que posteriormente dard lugar a interacciones no especificas con el

analito.

Atn asi, y debido a la amplia disponibilidad comercial de mondémeros y analitos

capaces de formar enlaces no covalentes estables, es hoy en dia el modelo mas utilizado.
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2.8.3. Componentes de la mezcla de polimerizacion.

Analito plantilla y monomero.

La seleccion del mondémero va a depender de las caracteristicas y de los grupos
funcionales que contenga el analito, con el que debe poder formar un complejo de pre-
polimerizacién suficientemente estable. Por otra parte, cuanto mayor sea el numero de
interacciones complementarias aumentara la afinidad y selectividad de los sitios de
unidon obtenidos. Asi, y especialmente en el caso de los polimeros no covalentes, es
recomendable seleccionar como analito plantilla compuestos con varios grupos

funcionales.

Por lo general como compuesto plantilla se suele seleccionar el compuesto que
se desea determinar, o si es una familia de compuestos, el que posea un mayor tamafio o
numero de grupos funcionales. En estos casos es especialmente necesaria la eliminacion
completa del analito plantilla del polimero, antes de llevar a cabo las extracciones
analiticas, a fin de evitar que se produzcan falsas recuperaciones (leaking). Por lo
general el uso de un Soxhlet con mezclas de metanol/acido acético o acetonitrilo/acido
acético 50/50 durante 10—12 horas suele eliminar la mayoria de los compuestos plantilla
cuando la interaccion se produce por puentes de hidrogeno. Otra opcion es la utilizacion
como analito plantilla de un compuesto que no se desee determinar pero que presente
una gran similitud en cuanto a forma, tamafio y funcionalidad con el compuesto en
estudio, de esta manera se elimina el riesgo de /eaking por parte del compuesto plantilla.
Algunos ejemplos son el polimero de cyromazina utilizado para la extraccion de
melamina en piensos y leche (He y col., 2009), el polimero de ciclododecil 2,4-
dihidroxbenzoato para el andlisis de zearalenona (Urraca y col., 2006), el polimero de 4-
t-butilfenol para la extraccion de bisfenol A en muestras de agua (Kawaguchi y col.,
2005) o el polimero de 6-cetoecradiol para la determinacion de 17-B-estradiol en agua

de rio (Watabe y col., 2006).

Los mondmeros mas empleados hasta el momento han sido el 4cido metacrilico
(MAA), el cual resulta muy apropiado para aquellos analitos que presentan grupos
funcionales basicos en su estructura susceptibles de enlazarse con ¢l mediante puentes

de hidrogeno (Kempe y col., 1993) y la vinilpiridina, la cual es util para los analitos que

64



Introduccién Técnicas de Extraccion. MIPs

contengan grupos acidos (Ramstrom y col.,, 1993). De manera general se puede
establecer que se utilizard un mondmero con propiedades acidas cuando el analito
plantilla sea basico y viceversa. En los polimeros no covalentes se utiliza exceso de
monomero (1:4) para garantizar la formacion del compuesto de prepolimerizacion
(analito-monomero), pero el problema que presenta este exceso es que el monomero
sobrante queda libre en la red polimérica. Como se ha mencionado anteriormente, esto
conlleva la posibilidad de que se produzcan uniones con los analitos u otros
interferentes fuera de las cavidades especificas, dando lugar a interacciones no
especificas que hay que eliminar mediante la optimizacion de la etapa de lavado. En la
tabla 14 se resumen los mondmeros mas empleados en la sintesis de MIPs no

covalentes.

En el método covalente los mondémeros a utilizar deben de presentar grupos que
interaccionen con los analitos mediante enlace covalente reversible. Los mas utilizados
son los derivados de acido boronico (Sallacan y col., 2002), ya que las interacciones
entre el polimero y los analitos son bastante répidas por lo que se puede emplear como
fase estacionaria en procesos cromatograficos (Marty y col., 2005). También se han
utilizado acidos carboxilicos (Damen y col., 1980), bases de Schiff (Shea y col, 1980),
cetales (Shea y col., 1989) y hemiacetales (Shea y col., 1991). En la figura 14, se
representaron algunos complejos de prepolimerizacion utilizando estos monomeros para
la determinacion de nucleodtidos (Sallacan y col., 2002), aminoacidos (Wulff y col.,

1986), alcoholes (Alexander y col., 1999) y carbohidratos (Wulff y col., 1991).
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Tabla 14. Mondmeros utilizados en polimeros de impresion molecular no covalentes.

Monomero Estructura . Tipo d-e, Aplicaciones Ref.
interaccion
Sellergren
y col.,
Aminoacidos 1988
Ramstrom
Péptidos y col.,
1994
. ’1e R
Acidos acrilicos - Enla}ces de Teofilina Vlatakis y
(R=H, CH;, CFs, COOH hidrogeno col.. 1993
CH,COOH) - [6nicas "
Nicotina Matsui y
col., 1997
Triazinas Cachoy
col., 2004
7 - Enlaces de Andersson
Acidos hidrégeno Aminoacidos y col.,
vinilbenzoicos COOH - I6nicas 1984
Acid . Piletsk
cidos s ! T . iletsky y
acrilamido /\H/ > lonicas Desmetrin col., 2000
sulfénicos ©
- Ionicas Kempe y
= - Enlaces de Naproxeno col., 1994
Vinilpiridinas R hidrgeno
N - Transferencia | Aminoacidos | Kempey
de carga col., 1993
I6nicas Mathew y
i ATP col., 1995
Z > _ ,
Vinilimidazoles /\@NH Zy| - Enlaces de
N —/ hidrégeno o
_Coordinacion Aminoacidos | Kempey
col., 1993
NH
Acrilamidas /dw/ 2 Enlaces de Aminoacidos Yuy col,
hidrégeno 1997

66




Introduccién Técnicas de Extraccion. MIPs

Porogen o disolvente.

Una eleccion correcta del disolvente o mezcla de disolventes (porogen) para la
polimerizacion es también determinante, ya que la efectividad de la union entre la
plantilla y el mondémero asi como la morfologia del material formado (tamafos de poro
y areas especificas) va a venir determinada en gran medida por las caracteristicas fisicas

y quimicas del porogen.

En el caso de los polimeros basados en puentes de hidrogeno, para facilitar las
interacciones del mondémero con el analito plantilla, y por tanto la formacion del
complejo, se suelen utilizar disolventes aproticos, tales como tolueno, diclorometano,
cloroformo o acetonitrilo. Estos disolventes, al presentar bajas constantes dieléctricas,
favorecen las interacciones no covalentes, es decir, puentes de hidrégeno, interacciones
electrostaticas y fuerzas de Van der Waals, tipicas de los MIPs no covalentes. Sin
embargo, este tipo de disolventes hace complicado el uso de los MIPs directamente con
muestras acuosas, aunque si existen algunas aplicaciones recientes en este tipo de

muestras (Beltran y col., 2007).

Entrecruzante.

La integridad estructural del complejo de pre-polimerizacion y, por lo tanto la
obtencion de cavidades bien definidas en la red polimérica, depende directamente de la
naturaleza y de la cantidad de entrecruzante empleado (Sellergren y col., 1999). Este
entrecruzante debe ser capaz de interaccionar con el complejo de pre-polimerizacion y
preservarlo durante la sintesis del polimero. Sus funciones mas representativas son: (a)
es el principal responsable de la morfologia de la matriz polimérica, (b) estabiliza los
sitios de union selectiva, (¢) confiere estabilidad mecanica y térmica al polimero
sintetizado y (d) proporciona la porosidad adecuada para garantizar la accesibilidad del
analito a las cavidades generadas (Piletsky y col., 2002). En la tabla 15 se recogen

algunos de los entrecruzantes mas utilizados asi como sus aplicaciones.

67



Técnicas de Extraccion. MIPs Introduccién

Tabla 15. Entrecruzantes mas utilizados en la sintesis de polimeros de impresion

molecular
Entrecruzante Estructura | Aplicaciénes Ref.
_ CH,
. Sambe y col.,
Divinil Nicotina 2006
benceno
(DVB) Bilirrubina W‘;go%(’l"
o,
] Carabias-
H,C fal 1
Etilenglicol- Hee friazinas ﬁiﬁlgggg
Dimetacrilato o > ° CHy )
(EDMA) . U, Tiabendazol | Turiel y col.,
2005
o H,C

. Zhany col.,
1,4-butanodiol- | e W e O\n)l\cm Fenilalanina 1999

dimetacrilato

Trietilglicol- | we o 0 . Sergeyeva y

. . ~ N CHs

dimetacrilato o C\H Atrazina col., 1999
Bisfenol A- Enantiomeros Wulff'y col.,

Dimetacrilato 1987
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Tabla 15. Entrecruzantes mas utilizados en la sintesis de polimeros de impresion
molecular (continuacion).
\ Entrecruzante Estructura Aplicaciones Ref.
HsC CH,
j/io Zhuy col.,
S ° 0 Estradiol 2007
Trimetilolpropano ;
trimetacrilato s\ Navarro-
(TRIM) Zearalenona | Villosladay
;% col., 2007
°© (o}
HsC
/CH2
£ H2C
o o OH \ Efedrina Dong y col.,
Pentaeritriol : ° 2002
triacrilato H \
\o Aminoacidos | Kempe, 1996
——CH,
o) H2|C
Etilen-bis- NH o Ohkubo y
acrilamida H‘\NH/\/ \n) Aminodcidos col., 2001
CH, 0
o)
Y\CHZ
N
1,4- . .. Piletsky y
diacriloilpiperazina [ j Fenilanalinina col., 1998
N
)\/CHZ
o
(o}
N,N’-bis- s : Hiratani
> P N NN y
(acroil)cistamina | . ° " | Calcio col., 2001
CH, H,C
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Como puede apreciarse en esta tabla, hay entrecruzantes de muy diversa
naturaleza siendo el etilenglicol dimetacrilato (EDMA), el divinil benceno (DVB) y el

trimetilolpropano trimetacrilato (TRIM) los més utilizados.

2.8.4. Técnicas de sintesis de polimeros de impresion molecular.

Polimerizacion en bloque.

La sintesis en bloque fue el primer método empleado en la preparacion de MIPs
y se trata posiblemente del método de polimerizacion mas utilizado (Mayes y col.,
2005). Brevemente, dicho método consiste en la polimerizaciéon radicdlica de una
disolucion concentrada de monoémeros alrededor del compuesto plantilla. La
polimerizacion se puede iniciar tanto fotoquimica como térmicamente y una vez que se
ha completado, se obtiene un monolito de polimero el cual es triturado, molido y
tamizado hasta obtener particulas del orden de 25 — 50 um. El ultimo paso consiste en la
eliminacion de las particulas mas finas que se realiza mediante sedimentacion. A pesar
de la facilidad en su preparacion la polimerizacion en bloque conlleva mucho tiempo,
un trabajo tedioso y un bajo rendimiento (pérdida de alrededor del 40% del material
obtenido) (Bruggemann y col., 2000). Por otra parte, como es posible observar en la
micrografia de la figura 17, se obtienen particulas con formas irregulares, lo que en
ocasiones puede limitar su empleo como fase estacionaria en LC y CEC. En la figura 17
aparece un esquema del proceso de polimerizacion en bloque y una micrografia de las

particulas formadas.

Particulas irregulares
de polimero.

Figura 17. Proceso de polimerizacion en bloque y micrografia electronica de un
polimero de impresion molecular sintetizado por polimerizacion en bloque. (Pérez-

Moral y col., 2004)
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Aunque como hemos citado anteriormente la polimerizacion en bloque sea el
método mas utilizado, con el fin de mejorar las propiedades de los materiales obtenidos
se han desarrollado otras técnicas que permiten obtener particulas esféricas y mayor
homogeneidad de sitios de unioén. Entre estos métodos destacan la polimerizacion por
precipitacion, la polimerizacion por suspension, la polimerizacion por hinchamiento en

dos etapas y la polimerizacion sobre particulas de silice.

Polimerizacion por precipitacion.

El procedimiento de preparacion de los polimeros por precipitacion es similar al
de polimerizacion en bloque, pero se utiliza un mayor volumen de porogen,
manteniendo la proporcion de plantilla:zmondmero:entrecruzante 1:4:20. En la
polimerizacion por precipitacion, el crecimiento de las cadenas de polimero no ocupa
todo el volumen del disolvente empleado, y da lugar a una dispersion de particulas
esféricas independientes en el seno de la disolucion. Esto evita la necesidad de romper

el recipiente en el que se lleva a cabo la polimerizacion.

La polimerizacion por precipitacion, como se ha mencionado anteriormente, se
realiza bajo altas condiciones de dilucién (< 5% w/v monomero/porogen) y por lo
general se obtienen particulas esféricas de didmetro aproximado de 1 um. Para obtener
particulas de mayor tamafio es necesario ajustar los pardmetros de solubilidad del
entrecruzante con el de los disoventes. Asi, por ejemplo utilizando como porogen
AcN/Tol 75/25 y divinilbenceno como entrecruzante (parametros de solubilidad del
acetonitrilo, tolueno y divinilbenceno de 24.6, 18.6 y 17-18 Mpa respectivamente) se
han llegado a obtener particulas con diametros de 5 um (Wang y col., 2003). La
utilizacion de un porogen distinto puede provocar la no formacion de particulas o dar

lugar a aglomerados.

Entre las principales ventajas de esta técnica de polimerizacion se encuentran,
ademas de la ya mencionada obtencion de particulas esféricas, el alto rendimiento de
polimerizacion al no ser necesario someter al polimero obtenido a las etapas de triturado
y tamizado. Ademas, se ha comprobado experimentalmente que los polimeros obtenidos

mediante precipitacion poseen, en comparacion con los obtenidos por polimerizacion en
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bloque, una mayor capacidad y una distribucion méas homogénea de los sitios de union

(Shuting y col., 2007; Baggiani y col., 2005).

Se han publicado varios trabajos describiendo polimeros sintetizados utilizando
este tipo de polimerizacion, con aplicaciones medioambientales como son la
determinacion de fenuron en muestras vegetales (Tamayo y col., 2003), de
benzimidazoles en muestras de agua (Cacho y col., 2009) o como fase estacionaria para
LC en la determinacion de tiabendazol en fruta (Turiel y col., 2005). En la figura 18
aparece un esquema del proceso de polimerizacién y una micrografia de las particulas

formadas.
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Figura 18. Proceso de polimerizacion por precipitacion y micrografia electronica de un

polimero de impresion molecular sintetizado por polimerizacion por precipitacion

(Turiel y col., 2005).

Polimerizacion por suspension.

En la polimerizacion por suspension, se combinan un medio organico
hidrofobico, en el que se encuentra la mezcla de polimerizacion, y un medio dispersante
organico o acuoso inmiscible con el anterior. El empleo de una fase acuosa es mucho
menos frecuente ya que puede dificultar seriamente la interaccion entre el analito y el
monémero. La mezcla de ambos medios se agita, formandose micro-gotas en
suspension en las que tiene lugar la polimerizacion (Daniel y col., 2005). La principal
ventaja de este procedimiento es que permite controlar el tamafio de las particulas, ya
sea mediante la adicién de un estabilizador como polivinilalcohol o liquidos i6nicos o
por el control de la velocidad de agitaciéon (Hong y col., 2006; Guerrero-Sanchez y col.,

2006; Maggioris y col., 2000). Este proceso de polimerizacion ha dado lugar a
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particulas que se han utilizado en procesos de extraccion en fase solida para triazinas
(Matsui y col., 1997), bisfenol A (Kawaguchi y col., 2005) y benzo(a)pireno (Chapuis y
col., 2000).

En la figura 19 aparece un esquema del proceso de polimerizacién y una

micrografia de las particulas formadas.
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Figura 19. Proceso de polimerizacion por suspension y micrografia electronica de un
polimero de impresion molecular sintetizado por polimerizacion en suspension (Pérez-

Moral y col., 2004)

Polimerizacion por hinchamiento en dos etapas.

Este método de polimerizacién fue desarrollado por el grupo de Haginaka en
1994 (Hosoba y col., 1994) y optimizado mas tarde por ese mismo grupo (Haginaka y
col., 2000). En este método se sintetizan particulas esféricas de latex en medio acuoso,
que se van hinchando mediante la adicion de un disolvente, para posteriormente
impregnarlas con una mezcla de prepolimerizacion y sintetizar asi polimero en la
superficie de las esferas. Los tamafios de particula obtenidos varian entre 2 y 50 um. La
dificultad de este método reside en encontrar una superficie hidrofilica que no
modifique la selectividad del polimero y, por otro lado, el hecho de utilizar un medio
acuoso dificulta las interacciones no covalentes por lo que hay que trabajar con otro tipo

de interacciones (Tsukagoshi y col., 1995). Este procedimiento ha sido utilizado para la
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extraccion selectiva de triazinas (Sambe y col., 2007) y 17B-estradiol en agua de rio (Le

Noir y col., 2007).

En la figura 20 se muestra un esquema del proceso de polimerizacién y una

micrografia de las particulas formadas.

Plantilla O O O O

Monémero

Porogen
Disolvente O e In|C|a%or O Entrcruzante
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‘ Agitacion ’ ‘ Agitacion , ‘ Agitacion ’ ‘ Agitacion ’
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Figura 20. Proceso de polimerizacion por hinchamiento en dos etapas y
micrografia electronica de un polimero de impresion molecular sintetizado por

polimerizacion por hinchamiento en dos etapas (Pérez-Moral y col., 2004).
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Polimerizacion en los poros de particulas de silice.

Otro método para la obtencion de particulas esféricas es la polimerizacion en el
interior de particulas esféricas de silice de tamafio conocido y posterior redisolucion de
las mismas. Este procedimiento consiste en la impregnacion de las particulas de silice
con la disolucion de polimerizacion. La principal dificultad de este método reside en el
estricto control del volumen de disolucién de polimerizacion empleado, ya que no debe
ser superior al volumen total de los poros de las particulas de silice. Un exceso de
volumen provocaria la polimerizacion en el exterior de las particulas de silice, asi como

la formacion de agregados de particulas.

En la figura 21 se muestran las micrografias de las particulas de silice y el
polimero sintetizado en el interior de las mismas, una vez redisuelta la silice. Tal y
como puede apreciarse, el cuidadoso control del volumen de la disoluciéon de
polimerizacion permite obtener particulas de polimero de idéntica forma y tamafo a las

particulas de silice originales.

Figura 21. A. Particulas de silice con polimero en los poros. B. Polimero después

de eliminar las particulas de silice (Tamayo y col., 2005)

El polimero formado se ha utilizado como fase estacionaria en cromatografia de
liquidos para la determinacion directa de fenilureas en extractos vegetales (Tamayo y

col., 2005).
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Polimerizacion en superficie.

En este método la superficie de un nicleo, como pueden ser esferas de silice,
barritas de agitacion (Zhu y col., 2008) o incluso micelas (Perez-Moral y col., 2004) se
recubre de una capa de polimero por diferentes métodos que se describen a
continuacion. Es comun referirse a las polimerizaciones en superficie con el término
inglés “core-shell”. En la figura 22 se representa una micrografia de esferas de silice
recubiertas de polimero mediante la técnica de “grafting from” que se describe a

continuacion.

‘ Agitacion ’

Figura 22. Proceso de polimerizacion en superficie y micrografia electronica de
un polimero de impresion molecular sintetizado sobre esferas de silice (Tamayo y col.,

2005)

Existen dos modalidades de polimerizacién en superficie.

“Grafting to”. En esta modalidad, se realiza la inmovilizacion de moléculas con
enlaces polimerizables (mondémeros) sobre la superficie en la que se va a realizar la
polimerizacion. A continuacion, la mezcla de polimerizacion (plantilla, entrecruzante,
iniciador y disolvente) se pone en contacto con la superficie modificada y se produce la
polimerizacion, dando lugar a la formacion de una capa de MIP sobre la superficie de
las particulas. Este sistema de polimerizacién ha sido empleado para la obtencion de
MIPs siguiendo tanto el modelo covalente como el no covalente. Esta metodologia
presenta sin embargo una gran dificultad a la hora de controlar el grosor de la capa
polimérica formada y ademas la densidad maxima de polimero formado se ve limitada

por factores estéricos y cinéticos.
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“Grafting from”. Esta metodologia surge con la intencion de mejorar la transferencia
de masa y capacidad de saturacion de los polimeros preparados mediante la metodologia
anterior. En este caso, el compuesto inmovilizado sobre la superficie del material es el
iniciador, de forma que el crecimiento de las cadenas poliméricas ocurre siempre desde
la superficie del soporte, lo que permite un mayor control tanto del grosor de la capa de
polimero formada como de su densidad. Los iniciadores pueden ser de tipo azoico
(Shamsipur y col., 2007) o los denominados “iniferter” (Sellergren y col., 2002). Los
“iniferter” son iniciadores radicalicos asimétricos que al fragmentarse se descomponen
en dos radicales, uno capaz de iniciar la polimerizacion y otro que favorece la
recombinacion entre radicales dando lugar a la finalizacion de la polimerizacion. Por su
naturaleza, los “iniferter” son los nicos iniciadores capaces de evitar la polimerizacién
en el seno de la disolucion, facilitando por tanto un control mas estricto del grosor de la

capa de polimero creada y una mejor transferencia de masa.

En la figura 23 aparece un esquema del proceso de polimerizacion en superficie

utilizando iniferter como iniciador.
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Figura 23. A. Inmovilizacion del “iniferter” en la superficie de la particula de silica. B.

Descomposicion del “iniferter” inmovilizado en la superficie de la particula de silice.
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2.8.5. Aplicaciones de los MIPs.

A continuacion se recogen algunas de las aplicaciones de los polimeros de

impresion molecular.

Separaciones analiticas. Se basan en la utilizacion del polimero como fase
estacionaria en cromatografia de liquidos o electrocromatografia capilar. Como se
menciond con anterioridad mediante el empleo de la polimerizacion por precipitacion,
el método de hinchamiento en dos etapas o las particulas de silice para la sintesis del
polimero se obtienen pequefias esferas que son Optimas para esta funcion. Por lo general
la sintesis covalente o semi-covalente proporciona una distribucion mas homogénea de
los huecos en el polimero. Un ejemplo es la determinacion de tiabendazol en extractos
de frutas (Turiel y col., 2005), de fluoroquinolonas en extractos de suelo (Turiel y col.,

2007) o de nortriptilina (NOR) en aguas (Khasawneh y col., 2001).

Pseudo-Inmunoensayos. En 1993, Mosbach y sus colaboradores realizaron el
primer ensayo en el cual un MIP sintetizado para el diazepan sustituy6 a los anticuerpos
en un inmunoensayo (Vlatakis y col., 1993). Por lo general si se comparan las
constantes de afinidad de los compuestos organicos por los correspondientes
anticuerpos o por los polimeros, ésta es mayor para los anticuerpos. Aunque poco a
poco los avances que se estan produciendo en el campo de los polimeros de impresion
molecular estan haciendo que esta diferencia haya ido disminuyendo, obteniéndose muy
buenos resultados en cuanto a selectividad y sensibilidad para compuestos como

morfina (Siemann y col., 1996) o proponolol (Andersson, 1996) entre otros.

Sensores. Se han desarrollado un gran numero de sensores basados en MIPs para
la deteccion de contaminantes medioambientales. La transduccion de la sefial se puede
realizar bien por métodos Opticos, como la fluorescencia, electroquimicos o bien
utilizando la balanza de cuarzo piezoeléctrica. La asociaciéon del polimero y el
transductor puede realizarse de diferentes maneras, por electropolimerizaciéon o por
captura de las particulas de MIP en un gel o membrana que posteriormente se situaran

en la superficie del electrodo.
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Se han desarrollado numerosos sensores para la deteccion de contaminantes en
muestras medioambientales, como la deteccién de paration en muestras de arroz (Li y
col., 2005) o atrazina en aguas subterraneas (Prasad y col., 2007), utilizando ambos
deteccion electroquimica, TNT en aire utilizando en este caso deteccion optica (Walker

y col., 2007) al igual que digoxin en suero humano (Gonzélez y col., 2009).

Extraccion en fase solida (MISPE). La utilizacion de los polimeros de impresion
molecular como adsorbentes en la extraccion en fase solida, es posiblemente una de las
mayores aplicaciones de estos materiales. A continuacion se va a describir mas

ampliamente esta aplicacion.

2.8.6. Extraccion en fase solida sobre polimeros de impresion molecular (MISPE)

(Molecularly Imprinted Solid Phase Extraction).

El empleo de los MIPs como adsorbentes para la extraccion en fase solida
(MISPE) es posiblemente la aplicacion mas extendida para estos materiales, ya que se
consigue una extraccion muy selectiva. En este sentido, la limpieza de los extractos es
muy superior a las que se obtienen por métodos clasicos, al tratarse de adsorbentes

disefiados especificamente para un compuesto o familia de compuestos determinado.

Una vez el polimero ha sido obtenido y lavado convenientemente, se trasvasa
una pequeia cantidad del mismo (generalmente 50-200 mg) a una precolumna
(extracciones en continuo) o a un cartucho (extracciones en discontinuo) sobre el cual se
realizaran todas las etapas comunes a los procesos de extraccion en fase sélida. En la

figura 24 se representan las cuatro etapas implicadas en un proceso MISPE.

80



Introduccién Técnicas de Extraccion. MIPs

Interferencia
Analito

Figura 24. Etapas de extraccion en fase solida utilizando polimeros de impresion

molecular.

Para llevar a cabo la evaluacion del polimero, andlogamente y en paralelo a la
sintesis de MIP se prepara otro polimero de manera idéntica pero sin afadir el
compuesto plantilla (NIP), de esta manera comparando, carga, lavado y elucion en

ambos polimeros se puede constatar la formacion o no de los sitios de union.

La primera etapa siempre serd de acondicionamiento utilizando para ello el
disolvente que serd utilizado posteriormente en la etapa de carga. La eleccion del
disolvente mas adecuado para cada una de estas etapas debe hacerse basandose no sélo
en la solubilidad de los analitos en los distintos disolventes empleados en cada una de
las etapas, sino en el tipo de interaccién implicada en la unién analito—polimero y en el
porogen empleado durante la polimerizacion. El disolvente mas adecuado para efectuar
la carga de la muestra sera aquél que favorezca la interaccion entre los analitos y el
polimero, siendo el porogen una primera aproximacion a considerar. Por el contrario, el
disolvente empleado en la elucién se seleccionara en funcion de la facilidad para

destruir la interaccion especifica entre los analitos y el MIP.
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2.8.6.1. Optimizacion de un proceso MISPE.

Carga.

Atendiendo a los comentarios anteriores se podria decir que para los procesos de
carga resultan apropiados todos aquellos disolventes de baja polaridad siempre y cuando
el analito sea soluble en ellos. Asi, tedricamente la retencion del analito serd mayor al
aumentar la apolaridad del disolvente, ya que se van a favorecer la formacion de los
enlaces de hidrogeno con el monomero. A modo de ejemplo cabe destacar que los
polimeros preparados en tolueno presentan un mayor reconocimiento del analito cuando
la muestra se afiade en tolueno que si ésta se adiciona en acetonitrilo. Sin embargo, en
un estudio realizado por Spivak y col. en 1997, se observo que en los procesos de
extraccion sobre un polimero preparado en acetonitrilo, las recuperaciones eran mayores
si el analito se afadia en acetonitrilo que si se hacia en cloroformo (disolvente mas
apolar). En estudios posteriores se ha podido confirmar esta tendencia de forma que de
un modo general se puede decir que el mejor disolvente para realizar la carga es aquél
en el que se ha llevado a cabo la polimerizacion, es decir, el porogen (Martin-Esteban y

col., 2001).

Como se menciond anteriormente, por lo general los procesos de sintesis se
llevan a cabo en medios apolares como el tolueno o el cloroformo, ya que los
disolventes polares (metanol, agua, etc) inhiben la formacion del complejo
plantillazmondémero y el inicio de la polimerizacion. Por tanto, la adicion directa de
muestras con un alto contenido en agua (fluidos bioldgicos, aguas medioambientales...)
resulta inapropiada, ya que el reconocimiento molecular se va a ver desfavorecido o
incluso completamente impedido. Sin embargo, cuando los analitos de interés son
capaces de interaccionar de manera no especifica con la matriz polimérica, resulta
posible su unidn posterior a los sitios especificos si tras el proceso de carga se afiade un

disolvente adecuado.
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Lavado.

En cuanto al lavado se utilizan disolventes de polaridad intermedia, con el fin de
romper las interacciones no especificas con la matriz polimérica. No se deben utilizar
disolventes muy polares ya que se podria producir también la ruptura de las

interacciones especificas.

El método mas eficaz para optimizar el lavado consiste en la comparacion de
recuperaciones obtenidas en el MIP con las obtenidas sobre el polimero no impreso
(NIP). Al tratarse de un polimero sin huecos especificos, el tipo de unidon que se puede
dar al cargar los compuestos es siempre no especifica. Asi, en funcion de la etapa de
lavado que se incluya (distintos disolventes y distintos volimenes) se realiza un estudio
de recuperaciones tanto en el MIP como en el NIP, intentando minimizar las
recuperaciones en el caso del NIP sin afectar a la retencion en el MIP. De esta manera
se conseguiria demostrar la existencia de interacciones especificas entre los analitos en
estudio y el polimero, descartando la posibilidad que las recuperaciones se deban a

interacciones no especificas.

La cantidad de disolvente utilizado para la eliminacion de las interacciones no
especificas depende de la fortaleza de las mismas y del disolvente utilizado en la
limpieza. Mientras que en algunos casos es posible la eliminacion de estas interacciones
con 1 o 2 ml del disolvente utilizado en la carga, en otros casos es preciso el uso de
volimenes superiores de un disolvente o mezcla de disolventes mas polares. En general
esta mezcla de disolventes suele estar formada por el disolvente utilizado en la carga y
distintas proporciones de otro disolvente de una polaridad superior (Martin-Esteban y

col., 2001; Cacho y col., 2003).

Elucion.

Finalmente, como se ha mencionado previamente, la elucion se realiza por lo
general utilizando disolventes polares, préticos o mezcla de ambos. En algunos casos
también se pueden utilizar pequefios porcentajes de 4cidos débiles con el fin de romper
las interacciones especificas por puentes de hidrogeno entre los compuestos en estudio y

el polimero. Es importante mencionar que los cambios bruscos en la polaridad de los
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disolventes utilizados puede provocar pérdida de selectividad en el polimero ya que se
producen contracciones e hinchamientos del polimero, distorsionando los huecos
especificos, por lo que es necesario hacer una elucidén utilizando disolventes con

polaridad secuencial (Sellenger y col., 1990).

Otro problema que es posible encontrar a la hora de analizar los eluatos es la
presencia de restos del compuesto plantilla utilizado para sintetizar el polimero
(leaking). Es posible encontrarlo cuando el proceso de limpieza llevado a cabo con el
Soxhlet no ha sido del todo eficaz, y no se ha eliminado la plantilla por completo. Es
por ello que es posible tener recuperaciones engafosas en los primeros andlisis cuando

se determina el compuesto utilizado como plantilla.

Como se vio anteriormente, existe la posibilidad de utilizar otro compuesto de
estructura y propiedades parecidas a las del compuesto o familia de compuestos que se
desean analizar a la hora de sintetizar el MIP. De esta manera se eliminan estos
problemas, sin embargo, no siempre es posible encontrar compuestos similares a los que

se desean analizar.

2.8.6.2. Aplicaciones MISPE.

Se han sintetizado numerosos polimeros para la extraccion de distintos
contaminantes o familias de los mismos presentes en muestras medioambientales como
suelos, sedimentos, aire, agua o alimentos. Estos polimeros se han utilizado
principalmente como adsorbentes en la extraccion en fase solida acoplados a otras
técnicas analiticas que permiten la determinacion de estos contaminantes. En la tabla 16
aparecen como ejemplo algunas de las numerosas aplicaciones de estos materiales

utilizados en MISPE.
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Analito

estudiado

Tabla 16. Aplicaciones MISPE.

Compuesto
Plantilla

Matrices

Monomero/ entrecruzante/
disolvente

Pretratamiento de la
muestra

Bisfenol A Terbutilphenol | Aguas Superficiales 4-VP/EDMA/** No Kubo y col., 2003
Bisfenol A Bisfenol A Aguas Superficiales 4-VP No Ouy col., 2006
& p /EDMA/tolueno+dodecanol y eoL
17-B-estradiol 17-B-estradiol Aguas residuales 4-VP/EDMA /acetonitrilo No Le Noir y col., 2007
Martin-Esteban y
col., 2001
Fenilureas Isoproturon | Aguas superficiales MAA/EDMA/tolueno SPE
Carabias-Martinez y
col., 2005
Monosulfuron | Monosulfuron Suelo MAA/EDMA/DMF Ext‘r accion con Dong y col., 2004
disolventes
Nitrofenol Nitrofenol Agua de rio 4-VP o MAA/EDMA/AcN Acidificacion Masque y col., 2000

** diferentes disolventes
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Tabla 16. Aplicaciones MISPE (continuacion).

Analito estudiado Complfesto Matrices Monomer.o/ entrecruzante/ Pretratamiento de
Plantilla disolvente la muestra
Agua: No
Triazinas Terbutilazina Aguas sup erficiales MAA/EDMA/CH,CL, Sed1m'e’ntos: Ferrer y col., 2000
y sedimentos extraccion con
Soxhlet (MeOH)
. . . MAA/EDMA/MeOH-H,O Agitacion y
Melanina Cyromazina Leche y pienso (10-1) ultrasonidos. Hey col., 2009
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Como se observa en la tabla 16 en muchas ocasiones la extraccion MISPE
resulta altamente selectiva no siendo necesario ningln otro tratamiento adicional de la
muestra. La selectividad que proporcionan los polimeros se aprecia claramente cuando
se comparan los cromatogramas obtenidos antes y después del proceso MISPE. Como
ejemplo, en la figura 25 se recoge esta comparacion con cromatogramas obtenidos por

LC-UV en el analisis de muestras de suelo enriquecidas con varias fluoroquinolonas.

Time (min)

Figura 25. Cromatogramas obtenidos en el andlisis de un extracto de suelo enriquecido
con 0.1 pg g de una serie de fluoroquinolonas seleccionadas empleando (a) y sin
emplear (b) la extraccion en fase so6lida con un MIP preparado para la ciproxacina
(CIP). Picos: 1- enoxacin, 2- norfloxacin, 3- ciprofloxacin, 4- danofloxacin y 5-

enrofloxacin. (Turiel y col., 2007)

La utilizacién de los polimeros de impresion molecular para el analisis de
compuestos organicos directamente desde muestras acuosas siempre ha presentado una
serie de dificultades, debido principalmente a que las interacciones entre plantilla-
monoémero estdn basadas en puentes de hidrogeno. Para solucionar este problema se
suele realizar una extraccion previa con un método convencional de extraccion en fase
solida con el fin de cambiar los disolventes a unos mas adecuados para la carga en el
MIP. En ocasiones, se consigue eliminar algunas interferencias como acidos humicos o
sales que podian afectar posteriormente a la selectividad de polimero (Figueiredo y col.,

2007).
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Entre las variables mas importantes que pueden influir en la eficiencia de la
extraccion de los analitos en los polimeros destacan el pH y la fuerza i6nica de la
disolucion acuosa. Un ejemplo del efecto del pH fue estudiado en la extraccion de la
atracina en muestras acuosas (Djozan y col., 2008). En este estudio mientras que en el
NIP Ia eficiencia de la extraccion es muy baja en todos los pH estudiados, en el MIP
¢ésta aumenta obteniéndose los mejores resultados en el rango entre 4-9. Segun los
autores, esto se debe a que las uniones entre el monomero, MAA, y el analito, atracina,
se producen por puentes de hidrégeno entre el grupo carboxilico del acido y el
hidrégeno del grupo amino y el nitrogeno de la molécula de atracina. A pHs inferiores a
4 la eficiencia de la extraccion es baja porque tanto el grupo acido del polimero como la
atracina se encuentran en forma protonada mientras que a pHs superiores a 9 se

encuentran ionizados.

En cuanto a la fuerza idnica de la disolucion, los mismos autores comprobaron
que la adicion de NaCl en una disolucion reguladora de fosfato (pH:7) aumentaba la
eficiencia de la extraccion. Al aumentar la fuerza idnica disminuia la solubilidad de los
analitos y esto mejoraba la sensibilidad al aumentar la concentracion de los analitos en

la fase estacionaria.

A pesar de los problemas citados, cada vez aparecen un mayor numero de
aplicaciones de los MIPs en matrices acuosas sin ningun tipo de pretratamiento. Como
se explicado anteriormente si durante la carga los analitos interaccionan no
especificamente con la matriz del polimero, mediante la adicion de un disolvente
adecuado es posible que estos analitos pasen a los huecos especificos obteniéndose asi
elevadas recuperaciones (Djozan y col., 2008). La determinacién de sulfonatos en agua
(Caro y col, 2004), ibuprofeno en orina y aguas residuales (Beltran y col., 2007) o
drogas como la cocaina o metadona en agua (Piletska y col., 2008) son algunos

ejemplos de carga directa de matrices acuosas sobre el polimero en procesos MISPE.

Por ultimo es necesario destacar la importancia que estd adquiriendo en los
ultimos afios la microextraccion en fase sélida, ya que con ello se reduce el coste global
en la fabricacion del polimero. Concretamente la fabricacion de fibras de MIPs ha dado
muy buenos resultados en la extraccion de distintos contaminantes tales como triazinas

en suelos y alimentos (Turiel y col., 2007).
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3. REVISION DE METODOS

3.1. Revision de métodos empleados para la determinacion de NP, 4-n-NP y NPEO,

en muestras de interés ambiental.

Como se ha visto anteriormente, los nonilfenoles polietoxilados son compuestos
utilizados mundialmente como surfactantes en detergentes, mientras que el nonilfenol y
sus derivados etoxilados de cadena corta se utilizan para la fabricacion de los
polietoxilados. Debido a ello, hoy en dia resulta posible encontrar altas concentraciones
de estos compuestos en distintos compartimentos medioambientales, tales como aguas,
sedimentos, suelos y muy especialmente en lodos procedentes de depuradora. A pesar
de que la toxicidad de estos compuestos ha sido claramente demostrada, en la mayoria
de los paises no existe legislacion con respecto a las concentraciones maximas
permitidas. Unicamente el Working Document on Sludge 3™ Draft of the European
Union aconseja una concentracion limite de 50 mg kg™ de NP y NPEOx en lodos de uso
agricola (Working Document on Sludge, 2000). Algunos paises como Suiza han
seguido estas recomendaciones y han establecido la concentraciéon maxima permitida en
lodos agricolas en 50 mg kg". En otros paises como Dinamarca la restriccion es aun
mayor siendo de 10 mg kg el maximo permitido. Es de esperar que en futuro proximo
las concentraciones encontradas de estos compuestos en el medio ambiente disminuyan
ya que, desde el ano 2003 existen restricciones en el mercado, en el uso y preparacion

de NP y NPEOy (Directiva 2003/53/EC).

A pesar de la ausencia de legislacion, y debido a las evidencias en cuanto a su
toxicidad, son varios los métodos que se han desarrollado para la determinacién de
nonilfenol y derivados etoxilados en las distintas matrices medioambientales (liquidas o
solidas). A continuacion se describen los distintos tratamientos de muestra que se han

desarrollado asi como las técnicas analiticas empleadas para su determinacion final.
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3.1.1. Técnicas de extraccion.

3.1.1.1. Muestras liquidas.

Los primeros trabajos que se pueden encontrar en la bibliografia dedicados al
analisis de NP y derivados etoxilados en muestras acuosas hacen uso del procedimiento
clasico de destilacion desarrollado en 1977 por Veith y Kiwus (Veith y col., 1977). En
este procedimiento se toman 2 litros de muestra, se ajusta el pH entre 7.0-7.5 y se
afaden 20 g de NaCl, la muestra se calienta a reflujo durante 3 horas junto con 1-2 mL
de ciclohexano para concentrar la muestra. Este tipo de destilacion ha sido empleada
con éxito para la extraccion de NP y NPEOy en aguas residuales y de rio (Giger y col.,
1981; Ahel y col., 1985a). Sin embargo, esta técnica no es aplicable a la extraccion de
los derivados etoxilados de cadena larga, para los que las recuperaciones dejan de ser
cuantitativas a partir del NPEO;, La causa fundamental es que al aumentar el nimero de
grupos etoxilados disminuye la volatilidad y aumenta la solubilidad de los compuestos

en la muestra (Ahel y col., 1993ay b).

Un problema similar es el que se da en analisis de derivados etoxilados del NP
en muestras acuosas empleando extraccion liquido-liquido. Debido a los bajos valores
Kow de los derivados etoxilados de cadena larga, la extraccion liquido-liquido tanto en
continuo como en discontinuo estd muy desfavorecida para estos compuestos. Para
conseguir recuperaciones cuantitativas varios autores han llevado a cabo una variante en
la que se burbujea nitrégeno en la mezcla muestra acuosa/disolvente extractante para
favorecer el reparto de los NPEOx de cadena larga a la fase orgéanica. Este
procedimiento se ha empleado con éxito para la determinaciéon de APEO en aguas
residuales (Ahel y col., 1985b; Scarlet y col., 1994; Ibrahim y col.,, 1996) con
recuperaciones cuantitativas. En estos trabajos se emplea un volumen de
aproximadamente 1 litro de muestra y volimenes de etilacetato entre 60 y 100 mL. A
pesar del burbujeo de nitrogeno, en todos los trabajos mencionados fue necesario
realizar extracciones sucesivas. En un trabajo posterior, también Barco y col. en 2003
alcanzaron recuperaciones cuantitativas en la extraccion de nonilfenoles polietoxilados
de cadena larga en aguas residuales. Para ello realizaron dos extracciones sucesivas
sobre 200 ml de cada muestra a pH 2 empleando 100 ml de una mezcla diclorometano /

alcohol isopropilico (90/10) (Barco y col., 2003).
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A excepcion de los trabajos del parrafo anterior, el empleo de la extraccion
liquido-liquido se ha limitado al anélisis del NP y los NPEOx de cadena corta (1<x<3).
Para estos compuestos si resulta posible obtener recuperaciones cuantitativas de manera
relativamente simple en matrices acuosas utilizando como disolvente extractante
diclorometano (Wahlberg y col., 1990; Rudel y col., 1998; Romero y col., 2002).
También la utilizacion de acetato de etilo ha permitido obtener recuperaciones

cuantitativas para el 4-n-NP en muestras acuosas (Mol y col., 2000).

La extraccion en fase solida aparece como una alternativa a las técnicas descritas
con anterioridad y presenta como ventaja principal frente a la extraccion liquido-liquido
el menor consumo de disolventes y evita la aparicion de emulsiones. En los ultimos
anos se han empleado distintas fases solidas para la extraccion de NP, 4-n-NP y NPEOx
en muestras acuosas. Uno de las primeros adsorbentes utilizados, y que aun se utiliza
para la extraccion de surfactantes aniénicos (NPEOx) y los isomeros del nonilfenol, es
la resina Amberlita XAD (2, -4, -8). Esta resina posee una gran capacidad de
preconcentracion para analitos apolares y moderadamente polares en muestras acuosas,
obteniéndose recuperaciones superiores al 80% (Jones y col., 1978a y b; Xie y col.,
2004). El problema que presenta este tipo de adsorbentes reside fundamentalmente en la
necesidad de una purificacion exhaustiva antes de su utilizacion. Por otra parte, por lo
general, para eluir posteriormente los analitos suele ser necesario el empleo de Soxhlet,
por lo que los tiempos de anélisis son largos. Este mismo problema lo presentan los
adsorbentes de carbon activo también utilizados para la extraccion de NPEOy (Ventura
y col., 1989) con la ventaja de poder utilizar grandes volumenes de muestra. Como
alternativa, el carbono grafitado presenta una mayor eficacia y ademas permite la
elucion secuencial de varias clases de surfactantes utilizando distintos disolventes (Di
Corcia y col., 1994). Es una de las fases solidas mas utilizadas para la extraccion de
NP, 4-n-NP y sus derivados etoxilados tanto de cadena corta como de cadena larga en
muestras de agua de rio y aguas residuales, permitiendo obtener recuperaciones entre el
80% y el 107% dependiendo de compuesto y la muestra analizada (Ahel y col., 2000;
Esperanza y col., 2004; Shao y col., 2002).

Posiblemente, y debido a su gran capacidad para retener tanto analitos polares

como moderadamente apolares, la fase sélida méas empleada para la extraccion y

preconcentracion de NP, 4-n-NP y NPEOy en muestras acuosas sea la octadecil-silice
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(Cis). Existen numerosos estudios en aguas de distinta procedencia en los que se
obtienen muy buenas recuperaciones tanto para el NP como el NPEOy empleando este
adsorbente (Lee y col., 1998; Gonzalez y col., 2004; Gatidou y col., 2007; Stasinakis y
col., 2008). Sin embargo, las recuperaciones suelen ser menores en el caso del 4-n-NP al
tratarse de un compuesto bastante apolar. Para el NP y otros miembros de la familia mas
apolares, el empleo de silice como adsorbente permite mejorar las recuperaciones hasta

un 80 % (Baugros y col., 2009).

Otro tipo de adsorbentes que también han sido empleados con éxito son los
Waters Oasis HLB. Son cartuchos que presentan un relleno con un balance hidrofilico-
lipofilico, (N-vinilpirrolidona (hidrofilica) y divinilbenceno (lipofilica)) y poseen una
capacidad superior a la del C;s. Se han utilizado en la extraccion de NP en aguas de rio,

con recuperaciones superiores al 75% (Hibberd y col., 2009; Nie y col., 2009).

3.1.1.2. Muestras soélidas.

Al igual que en el caso anterior, los primeros trabajos publicados sobre el
analisis de NP y derivados en muestras solidas describen métodos de extraccion basados
en procesos de destilacion (Ahel y col., 1994a y b). Para ello se suspenden alicuotas de
10 a 50 g de muestra en 1.5 litros de agua y la extraccion por destilacion se lleva a cabo
en corriente de vapor de agua durante un tiempo de 3 horas, obteniéndose buenas
recuperaciones tanto para el NP como para los derivados etoxilados estudiados (x = 1,

2).

La mayoria de los métodos existentes para la determinacion de NP y derivados
en muestras s6lidas hacen uso de las distintas técnicas de extraccion solido-liquido que
se describieron en el capitulo anterior. Vilkesloe y col. (2002) emplearon un
procedimiento de agitacion simple con diclorometano para analizar los contenidos de
NP y NPEO; en suelos sometidos a distintos tratamientos de fertilizacion. Aunque estos
autores no proporcionan datos sobre la recuperacion, la buena reproducibilidad del
método de extraccion les permitio realizar un estudio de la influencia de los
tratamientos aplicados a los distintos suelos sobre los contenidos finales de estos

contaminantes.
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La extraccién Soxhlet ha sido utilizada por varios autores para la extraccion de
NP, 4-n-NP y los derivados etoxilados tanto de cadena corta como larga en suelos,
lodos y sedimentos (Shang y col., 1999a, Gibson y col., 2005, Fountoulakis y col.,
2005). Como medios extractantes se han utilizado tanto disolventes puros como
diclorometano o metanol, o mezclas de disolventes tipo hexano/acetona o
hexano/propanol. Por lo general, las recuperaciones obtenidas han sido cuantitativas en
todas las muestras y compuestos bajo estudio. Unicamente para los derivados etoxilados
de cadena larga con mas de 16 grupos etoxi, y en algin caso aislado para el 4-n-NP

(Gadzala-Kopciuch y col., 2009) se obtuvieron recuperaciones inferiores al 65 %.

Como alternativas para la reducir el consumo de disolventes y tiempo de analisis
que conlleva el Soxhlet, se han propuesto varios métodos empleando tanto los
ultrasonidos como las microondas para favorecer la extraccion. De hecho, son las
técnicas de extraccion solido-liquido que mas se han empelado para el analisis de NP y
derivados en muestras solidas medioambientales. En el trabajo mencionado
anteriormente, Shang y col. (1999a) realizaron una comparacion de resultados entre la
extraccion Soxhlet y la extraccion asistida por ultrasonidos en muestras de sedimentos.
La problematica observada para los derivados etoxilados de mas de 16 unidades se
mantenia en la extraccion con ultrasonidos, aunque si se observd un incremento en las
recuperaciones. Para el NP y el resto de derivados etoxilados las recuperaciones
obtenidas fueron cuantitativas con RSDs inferiores al 7 % en todos los casos. La
extraccion asistida por ultrasonidos también ha dado muy buenos resultados en muestras
de lodos. Petrovic y col. desarrollaron un método de extraccion de NP y NPEOy (x=6)
en lodos utilizando una mezcla metanol/diclorometano como disolvente extractante y
obteniendo recuperaciones del 92 % para el NP y del 96 % para el NPEOy (Petrovic y
col., 2000). Sin embargo otros autores que siguieron el mismo método no obtuvieron
buenos resultados, siendo las recuperaciones obtenidas en lodos del 30% para el NP y
del 38% para el NPEO; (Fountoulakis y col., 2005) Posteriormente Stasinakis y col.
(2008) obtuvieron mejores resultados realizando la extraccion de 4-n-NP y NPEO; y
NPEO; con una mezcla metanol/agua a una temperatura de 50°C, con recuperaciones

del 55 % para el primero y 78 y 104% para los dos restantes.

La extraccion asistida con microondas ha demostrado ser mas eficiente en

algunos casos que la extraccion asistida por ultrasonidos. En suelos y sedimentos, las
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recuperaciones que se obtuvieron aplicando esta técnica al andlisis de NP y los
derivados mono y dietoxilado han sido siempre cuantitativas y con buena
reproducibilidad (Croce y col., 2003, Cortazar y col., 2005). En el caso de las muestras
de lodo, las recuperaciones obtenidas para el NP y los derivados etoxilados de cadena
corta se ven incrementadas notablemente (91 % y 62% respectivamente) con respecto a

la extraccion asistida por ultrasonidos (Fountoulakis y col., 2005).

Para conseguir la extraccion cuantitativa de los derivados etoxilados de cadena
larga se ha de recurrir a la extraccion con disolventes a alta presion (PLE) o a la
extraccion con fluidos supercritico (SFE). Aunque en algunos trabajos las
recuperaciones obtenidas no han sido cuantitativas para todos los derivados etoxilados
(La Guardia y col., 2001), el PLE se ha empleado con éxito para la extraccion de NP y
NPEOy en sedimentos, lodos y compost. Utilizando como disolventes una mezcla de
acetona/metanol se han alcanzado recuperaciones del 80.6 % para el NP (Reid y col.,
2009), y con metanol, recuperaciones del 85% y 87% para el NP y el NPEOx x ~9-10
respectivamente (Valsecchi y col., 2001). En cuanto a la SFE, son pocos los trabajos
publicados sobre la extraccion de nonilfenoles polietoxilados. En uno de ellos se realiza
la extraccion de NPEOy en lodos y sedimentos utilizando el CO, como fluido
supercritico, y las recuperaciones obtenidas fueron cuantitativas (85-105%) para los
compuestos etoxilados desde el monoetoxilado hasta el que presenta 17 grupos etoxi

(Lee y col., 1997).

También existen algunos estudios enfocados al analisis de polvo ambiental. En
el afio 2003 Rudel y su grupo, realizaron un estudio del NP, NPEO; y NPEO, en el
polvo acumulado en un aspirador. Para ello las muestras de polvo fueron aciduladas con
1 ml de 4cido sulftrico/agua (1/1) y se realizo la extraccion con ultrasonidos durante 10
min utilizando tres porciones de 18 ml de diclorometano. Los extractos obtenidos
fueron derivatizados con N, O-bis-(trimetilsilil) trifluoroacetamida (BSTFA) a 60 °C
durante 60 min. La determinacion final de los compuestos se llevo a cabo mediante GC-

MS (Rudel y col., 2003).

100



Introduccion Revision de Métodos. Nonilfenoles

3.1.1.3. Muestras gaseosas.

La extraccion y determinacion de 4-NP, NPEO; y NPEO, procedentes de aire se
ha llevado a cabo utilizando resinas de estireno-divinilbenceno (XDA-2) situadas en
cartuchos entre dos capas de espuma de poliuretano (PUF). La extraccion de los analitos
de las resinas se realizo por agitacion simple durante 10 min con tres porciones de 50 ml
de diclorometano y los extractos obtenidos se concentraron a 1 ml con nitrégeno para su
posterior derivatizacion con N, O-bis-(trimetilsilil) trifluoroacetamida (BSTFA) a 60 °C
durante 60 min. La determinacién final de los compuestos se realizd mediante GC-MS

(Rudel y col., 2003).

3.1.2. Técnicas de separacion.

3.1.2.1. Cromatografia de liquidos

La cromatografia de liquidos ha sido la técnica mas empleada para la separacion
de nonilfenoles y sus derivados etoxilados, y especialmente para los derivados de
cadena larga (poco volatiles). Debido al amplio rango de polaridad de estos compuestos
son varios los tipos de columnas y las fases estacionarias que se han utilizado para su

separacion.

A. Fase Estacionaria. Silice.

Las columnas de silice son especialmente utiles para las separaciones de los
nonilfenoles polietoxilados. El orden de elucion depende del nimero de unidades etoxi
que presenten, de manera que el tiempo de retencion se incrementa al aumentar la
longitud de la cadena etoxi. Otras columnas de fase normal muy empleadas son las de
silice modificadas con grupos amino (Shang y col., 1999a y b) y grupos ciano (Scarlett
y col.,, 1994), aunque las separaciones obtenidas son mejores utilizando columnas
modificadas con grupos amino. Por lo general como fase movil para la separacion de
estos compuestos se utilizan gradientes con hexano, propanol y agua (Lee y col., 1999).
La separacion del NP o 4-n-NP de los derivados etoxilados utilizando este tipo de
columna no se ha conseguido ya que coeluye con el nonilfenol monoetoxilado (Lee y

col., 1997).
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B. Fase Estacionaria. C;

Aunque las columnas C; son consideradas como fase inversa, sus propiedades en
cuanto hidrofobicidad son mas parecidas a las columnas de fase normal que a una
columna C;3. Estas columnas también se han utilizado para la separacion de
nonilfenoles etoxilados de cadena larga (Scullion y col., 1996), siendo la eficacia de la
separacion dependiente del recubrimiento de carbono de la fase estacionaria C; (Willetts

y col., 2000).

C. Fase Estacionaria. Cg

Aungque la fase estacionaria Cg es considerada como una fase inversa al igual que
Cig, al presentar una polaridad intermedia entre la silice y la Cig, es posible su
utilizacion para la separacion del NP y los derivados etoxilados de cadena larga. Sin
embargo para los derivados etoxilados de cadena larga, aunque se consigue cierta
separacion, no es posible la identificacion de los oligdbmeros, ya que todos ellos

coeluyen en un mismo pico (Di Corcia y col., 1994).

D. Fase Estacionaria: Cig.

Cis es la fase estacionaria por excelencia, la mayoria de las separaciones
realizadas por HPLC, de cualquier conjunto de compuestos se realizan con este tipo de
columnas. Es util para la separacion del NP o 4-n-NP de los derivados etoxilados de
cadena corta (Fountoulakis y col., 2005), pero los NPEO de cadena larga, por lo
general eluyen en un solo pico, sin ser posible su identificacion de manera individual
(Valsecchi y col., 2001). Esto se debe a que al aumentar el nimero de grupos etoxi, las
diferencias de polaridad disminuyen siendo imposible la separacion de los derivados de

cadena larga empleando la columna de Cjs.

3.1.2.2. Cromatografia de gases.

La cromatografia de gases se ha empleado para la separacion de NP, 4-n-NP y

de los derivados etoxilados de hasta 6 unidades de grupo etoxi. Los derivados

etoxilados de cadena mas larga, no presentan la volatilidad adecuada para su
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determinacion por cromatografia de gases. Al contrario que en la cromatografia de
liquidos en las que aparece un solo pico para el NP, en la cromatografia de gases, y
debido a su alta resolucidn, aparecen varios picos pertenecientes a los distintos isomeros
de cadena y de posicion del NP. Zang y su grupo realizaron en el 2007 una
identificacion de estos isdmeros (Zhang y col., 2007), y anteriormente Moeder y col.

también habian utilizado el acoplamiento GC-GC para su estudio (Moeder y col., 2006).

En la mayoria de los trabajos publicados la determinacion del NP y sus
derivados por GC-MS o GC-MS/MS se realiza sin necesidad de derivatizacion (La
Guardia y col., 2001; Vikelsoe y col., 2002; Lin y col., 1999; Gibson y col., 2005; Abad
y col.,, 2005). Son pocos los trabajos en los que se hayan empleado agentes
derivatizantes. Micic y col. emplearon mezclas de MSTFA/TMIS en distintas
proporciones, en funcion del tipo de matriz estudiada, determinando la presencia de
estos compuestos en sedimentos, materia solida en suspension y mejillones (Micic y
col., 2009). Otro agente derivatizante utilizado para la determinaciéon de 4-n-NP,
NPEO; y  NPEO; mediante GC-MS es una mezcla de N,O-
bis(trimetilsilil)trifluoracetamida y piridina (Gatiduo y col., 2007) que también ha sido
utilizada como agente derivatizante para la determinacion de NP en agua y sedimentos
por GC-MS/MS  (Hibberd y col., 2009). La mezcla de N,O-
bis(trimetilsilil)trifluoracetamida y trimetilcloro silano (BSTFA/TMCS) se ha utilizado
también para la determinacion de NP en aguas residuales por GC-MS/MS (Ballesteros y

col., 2000).

3.1.2.3. Electroforesis capilar

Las técnicas de electroforesis capilar representan una alternativa a las técnicas
anteriores ya que minimizan el consumo de disolventes y se consigue una alta eficiencia
y selectividad en las separaciones. Algunos grupos como He y col. (1996) han
conseguido la separacion de los distintos isdmeros de NP utilizando para ello la
cromatografia electrocinética micelar (MEKC) con ciclodextrinas y utilizando como
surfactante SDS. En este estudio se probaron dos tipos de ciclodextrinas, la B-CD,
formada por 7 unidades de glucosa, y su derivado hidoxipropil-B-CD, obteniendose una
mejor selectividad enantiomérica con este ultimo. La resolucion de los isémeros

depende de la concentracion de la ciclodextrina, con una concentracion de 10 mM se
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obtuvo la mejor resolucion para la mayoria de los isémeros (He y col., 1996). Por otro
lado, en el 2003, Regan y su grupo consiguieron la separacion del NP de los derivados
etoxilados de cadena corta (NPEO;) mediante MEKC (Regan y col., 2003) y mds tarde
en el afio 2006 el grupo de Babay pudo separar algunos etoxilados de cadena mas larga
mediante el empleo de electroforesis capilar no acuosa, pero sin llegar a obtener una

buena resolucion (Babay y col., 2006).

3.1.2.4. Inmunoensayos.

Existen algunos trabajos en los que se han utilizado inmunoensayos, ELISA,
para la determinacion de NP, y sus resultados son comparables a los obtenidos mediante
LC-MS (Céspedes y col., 2006). Desde un punto de vista practico, por lo general la
utilizacion de ELISA con anticuerpos policlonales permite detectar cantidades totales de
alquilfenoles (NP y OP) (Mar'tinov y col., 2005) siendo por tanto mas ttiles a efectos
de control medioambiental que los ELISA con anticuerpos monoclonales, que se
utilizan fundamentalmente para la determinaciéon de las especies lineales de los

alquilfenoles (Samsomova y col., 2001; Franek y col., 2001).

3.1.3. Detectores.

Los detectores mas utilizados para la determinacion de estos compuestos son
fundamentalmente los detectores ultravioleta y de fluorescencia aunque la tendencia

actual es el empleo del espectrometro de masas dada su gran selectividad.

Entre los detectores de fluorescencia y de ultravioleta o DAD, son los primeros
los que muestran una mayor selectividad por tratarse de compuestos aromaticos, por lo
que son los mas utilizados. Las longitudes de onda empleadas varian segtn los estudios,
al utilizar el detector de fluorescencia se suelen emplear A exc: 222 y Aem: 305 nm
(Fountoulakis y col., 2005) mientras que para detectores de ultravioleta se fija la A en

226 nm (Reid y col., 2009; Gadzala-Kopciuch y col., 2008).
Pero como se ha mencionado anteriormente, a pesar del mayor coste econdomico

del espectrometro de masas es la alternativa mas selectiva, por lo que la mayoria de los

articulos publicados para la determinacion del NP, 4-n-NP y sus derivados etoxilados
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utilizan detectores de masas o masas/masas tanto en cromatografia de liquidos (Shang y
col., 1999; Petrovic y col., 2001) como de gases (La Guardia y col., 2001; Ballesteros y
col., 2006; Loyo-Rosales y col., 2007; Aparicio y col., 2009) .

A modo de resumen de esta seccion en la tabla 17 se recogen las técnicas
utilizadas tanto para la extraccion y determinacion de los compuestos de la familia del

nonilfenol asi como las recuperaciones y los limites de deteccion obtenidos.

Tabla 17. Tabla resumen de métodos de determinacion de NP, 4-n-NP y NPEOy

Técnica de

Técnica de

Compuesto Matriz extraccion R% separacion y | 9))
determinacion.
-1
NP Aguas 0.01-0.02 pg1 Rudel y
NPEO,., residuales | LLE (DCM) 66-107 GC-MS 0.064 pg I' col., 1998
NP 105
NPEO, Agﬁa de | SpE+GCB 99 NP-HPLC-FL <0.1pg 1" l?hzlo%o
NPEO, © 107 oL
LLE (etil
acetato)
4-n-NP Agua + >90 GC-MS 6ngl Moly
superficial S col., 2000
Derivatizacion
MTBSTFA
NP Agua del 91-87 - Romero
NPEO, | grifoyde | LLE(DCM) | 93-86 GC-MS - ool 200%,
NPEO, rio 87-79 - ?
NP a3 50 ng 1"
NPEO, Agua 36 50 ng 1" Gonzalez
NPEO, . SPE (C5) 50 ng 1" y col.,
NPEO, residual gé LC-MS Sng I 2004
1<x<15
NP -1
NPEO;, gg ; ﬁ i lﬁgl Gonzalez
NPEO, Sedimento PLE 1 y col.,
NPEO, o LC-MS tuexe 2004
3<x<15 HE X8
Aguas 1 Petrovic y
NP residuales S 85 LC-MS/MS Ingl col., 2003
NP Distintas SPME + >90 .1 | Pany col.,
4-n-NP aguas derivatizacion > 90 GC-MS 1.58 -3.85ngl 2008
Liny col.,,
NP Lodos SFE 100 GC-MS - 1999
N}I:go] 73.5 5ug 1<g"1
Ultrasonidos 75.9 25 ng kg’ Petrovic y
Eﬁggz Lodos 1 pem-MeOH) | 77.8 LE-MS 10ugkg' | col, 2001
X -1
3<x<15 78.1 5 ng kg
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Tabla 17. Tabla resumen de métodos de determinacion de NP, 4-n-NP y NPEOy

(continuacion).
L Técnica de
Técnica de <
Compuesto . separacion y
extraccion . . s
determinacion.
NP Lodos, La Guardia
NPEO,., Compost PLE 62-110 GC-MS ) y col., 2001
B Petrovic y
NP Lodos PLE 81 LC-MS/MS 0.5 pg kg col., 2003
1 Gibson, y
NP Lodos Soxlhet 91 GC-MS 5.0 pg kg col., 2005
NP 91.4 286 ug g’ Foutoulakis
NPEO, » Lodos MAE 614 | CwHPLCFL ey eg’ | ycol, 2005
4-n-NP Ultrasonidos 0.04 g g'l o
NPEO Lodos - 049 ugg! | Stasinakisy
NPEO. Derivatizacion | 60-100 GC-MS 0.96 HE8E | col, 2007
2 (BSTFA) TOHEE
NP o - Vikelsoe y
NPEO, Suelo Agitacion ] GC-MS - col., 2002
o Gibson, y
NP Suelo Soxhlet 75 GC-MS 1.0 pg kg col., 2005
NP Soxhlet 84 4ngg’ Shang y
NPEO, Sedimento y 52-104 2-10ng g
1<x<19 ultrasonidos NP-LC-MS col., 1999a
NP
NPEOy Sedimento PLE 63 NP-LC-MS Pocos ng g’ Shang y
1<x<19 93 col., 1999b
NP . 85 - Valsecchi y
NPEO, x~10 | Sedimento PLE 87 LC-FL ; col., 2001
NP temHlegrlz; re 95 21.5ng g_l
NPEO, Sedimento contir?uos-lfl‘low 64 Modo mixto-LC- | 37.3ngg’ Ferguson, y
NPEOx . MS 0.86-4.96 col., 2001
3<x<15 sonication >100 ng g"
- (MeOH)
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3.2. Revision de métodos empleados para la determinacion de parabenos en

muestras de interés ambiental.

Los parabenos son compuestos cuyo estudio es relativamente reciente, por lo
que la bibliografia sobre extraccién y determinaciéon de los mismos en matrices
medioambientales no es muy abundante, apenas hay una quincena de articulos al
respecto. En cambio si es posible encontrar numerosos articulos sobre su determinacion
en cosméticos (Wang y col., 1998; Labat y col., 2000; Borremans y col., 2003) y en
menor medida en preparados farmacéuticos (Lokhnauth y col., 2005) o alimentos (Saad

y col., 2005; Zhang y col., 2005).

No existe legislacion relativa sobre las concentraciones maximas permitidas de
estos compuestos en matrices medioambientales, inicamente existe legislacion sobre su
contenido en cosméticos, que ha de ser del 0,4 % de forma individual o del 0.8% de
forma conjunta. Es por ello que no son muchos los métodos publicados hasta la fecha
para la determinacion de estos compuestos en el medio ambiente pero su posible

toxicidad hace que su estudio sea de interés y vaya en aumento.

A continuaciéon se recogen las técnicas de extraccion, separacion y
determinacion que se han empleado para la determinacion de parabenos en muestras de

interés ambiental.

3.2.1. Técnicas de extraccion.

3.2.1.1. Muestras liquidas.

Los métodos desarrollados para muestras de aguas de rio, aguas residuales, etc.,
se han basado fundamentalmente en procesos de extracciébn o microextraccion en fase
solida. En el 2005, Lee y su equipo utilizaron como fase solida cartuchos Oasis y el
metanol como eluyente para la extraccion del MeP, EtP, PrP y BuP de aguas residuales
obteniéndose recuperaciones superiores al 87 % para todos los compuestos (Lee y col.,
2005). Este procedimiento fue similar al llevado a cabo un afio antes por Benijts y col.
en aguas de rio y residuales con la Unica diferencia del disolvente eluyente, que en este

caso se trataba de una mezcla de metanol/alcohol isopropilico en relacion 9/1. Al igual

107



Revision de Métodos. Parabenos Introduccién

que en trabajo posterior de Lee y col. las recuperaciones obtenidas fueron cuantitativas

(Benijts y col., 2004).

Por otro lado, Canosa y su grupo en 2006 utilizaron la microextraccion en fase
solida con fibra de poliacrilato (PA) durante 40 minutos para la extraccion de MeP, EtP,
PrP, BuP y BzP en aguas residuales obteniendo altas recuperaciones (Canosa y col.,
2006). En este trabajo, se llevo a cabo la derivatizacion de los compuestos con N-metil-
N-(tercbutildimetilsilil)trifluoracetamida (MTBSTFA) sobre la fibra favoreciéndose asi
su separacion y determinacion mediante GC-MS/MS. La derivatizacion sobre fibra es
especialmente util para los compuestos mas polares, cuya derivatizacion en presencia de
agua no es facil. La desorcion de los analitos en las fibras se llevé a cabo durante 3 min
sin division de flujo. La principal ventaja que presentaba este método de
microextraccion en fase solida con respecto a la extraccion en fase solida comtn es que

practicamente no utilizaba disolventes organicos.

Mas recientemente, y al igual que en el trabajo citado anteriormente, Regueiro y
sus colaboradores en el 2009 utilizaron la microextraccion en fase sélida en espacio de
cabeza  empleando una  fibra  divinilbenceno/carboxen/polidimetilsiloxano
(DVB/CAR/PDMS) para la extraccion de parabenos y triclosano. En este trabajo se
realiz6 la derivatizacion de los compuestos con anhidrido acético y la extraccion se
llevé a cabo a 100°C durante 15 minutos. Con este método se consiguid evitar el uso de
disolventes organicos y se obtuvieron limites de cuantificacién del orden de pg ml™', una
buena precision (RSD < 12%) y recuperaciones cuantitativas (R > 82%) (Regueiro y

col., 2009a).

Este mismo grupo durante el afio 2009 desarrolld6 un método combinado de
microextraccion liquido-liquido con ultrasonidos para la extraccion de MeP, EtP, PrP,
BuP y BzP, en aguas de rio, residuales o procedentes de piscina. En este método, se
depositaban 10 ml de muestra de agua junto con 0.1 g de hidrogeno fosfato sddico en
tubos de centrifuga. Posteriormente, se afladian a cada muestra 1 ng de metilparaben
deuterado y Cjs-triclosano en metanol que actuaban como estandar surrogado, para
finalmente adicionar a cada tubo 100 pl de 1,1,1-tricloroetano con 2 ng de PCB-166
(standard interno) y 200 pl de anhidrido acético como disolvente extractante y reactivo

de derivatizacion, respectivamente. El tubo se introducia inmediatamente después en un
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bafio de ultrasonidos con una frecuencia de 40 kHz y una potencia de 100 W durante 5

min a 25°C .

Como resultado final se formaban emulsiones de 1,1,1-tricloroetano (fase
dispersa) y agua (fase continua), las cuales se eliminaban mediante centrifugacion y la
fase orgéanica que aparecia al final del tubo (100 pul) se recogia para su posterior analisis
con GC-MS/MS. Este método presenta una serie de ventajas, como son su eficiencia,
simplicidad, bajo coste y la posibilidad de analizar las muestras en menos de 20 min.
Las recuperaciones obtenidas eran cuantitativas (R > 85%) y su precision satisfactoria

(RSD <13%) (Regueiro y col., 2009b).

3.2.1.2. Muestras so6lidas.

Son muy pocos los articulos en los que se han determinado parabenos en
muestras s6lidas medioambientales, en concreto s6lo existe un articulo en el que se
determina MeP, EtP, PrP y BzP junto con otros compuestos procedentes de cosméticos
en lodos. En este trabajo realizado por Nieto y col. en el afio 2009, utilizan la PLE como
técnica de extraccion. Las condiciones Optimas para la extraccion fueron, temperatura
de 100°C, presion de extraccion de 140 bar, tiempo de calentamiento de 5 min y dos
ciclos de 5 min con metanol seguidos de otros dos ciclos con una mezcla agua/metanol
(1/1). Las recuperaciones obtenidas fueron superiores al 70% para los cuatro parabenos

(Nieto y col., 2009).

También se han analizado muestras de polvo acumuladas en un aspirador para
determinar la presencia y la concentracion de MeP, EtP y BuP. El proceso de extraccion
llevado a cabo es el mismo que el descrito anteriormente para la familia del nonilfenol,
ya que en el mismo estudio se analizaron ambas familias de compuestos (Rudel y col.,

2003).

Mas recientemente, Canosa y su grupo en el 2007 utilizaron la dispersion en
matriz solida (MSPD) como técnica para la extraccion de MeP, EtP, PrP y BuP en
polvo. El proceso a seguir fue el siguiente, para mejorar la interaccion entre los analitos
y el disolvente extractante en un principio se secaron muestras de 0.5 g de polvo

procedente de distintas casas con 0.5 g de sulfato sédico anhidro. Seguidamente, con la
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ayuda de un mortero, se dispersé la muestra en 1,25 g de C;g hasta obtener una mezcla
homogénea. Posteriormente, la mezcla se transfirié a un cartucho de extraccion en fase
solida que contenia 2 g de Florisil. Finalmente, los cartuchos se lavaron con 10 ml de
diclorometano para eluir los compuestos organicos con una polaridad menor que los
analitos y posteriormente con 10 ml de acetonitrilo para eluir de forma cuantitativa los

parabenos en estudio (Canosa y col., 2007).

3.1.1.3. Muestras gaseosas.

En un estudio realizado por Rudel y col. (2003), se analizaron muestras de aire
para determinar MeP, EtP y BuP, entre otros compuestos. El proceso de extraccion
seguido fue el mismo que se detallé anteriormente para el NP, NPEO, y NPEO, y las
recuperaciones obtenidas para los compuestos en estudio se situaron en el rango entre
60 y 150%, aunque en el estudio no se especifica las recuperaciones para cada uno de

los compuestos.

3.2.2. Técnicas de separacion.

3.2.2.1. Cromatografia de liquidos

No son muchos los trabajos en los que la separacion y determinacion de estos
compuestos en muestras ambientales se realice mediante cromatografia liquida. El
mayor problema reside en las bajas concentraciones en las que se encuentran dichos
compuestos, por lo que se requieren detectores muy sensibles o tratamientos de muestra
muy exhaustivos. Por otro lado en la familia de los parabenos existen algunos isomeros
que es necesario separar correctamente para posteriormente cuantificar, tanto si se
utiliza detectores de masas como utravioleta. Existen algunos articulos en los que se
utiliza LC-MS/MS para la separacion y determinacion de compuestos de la familia de
los parabenos obteniéndose limites de deteccion de acuerdo con los valores encontrados
en muestras reales. Benijts y su grupo utilizaron LC-MS/MS para la separacion y
determinacion de MeP, EtP, PrP y BzP en distintos tipos de agua, para ello utilizaron
una columna C;s (100 x 2 mm, 3 um) usando la ionizaciéon en modo negativo y un
gradiente con 1 mM de formiato amonico en una mezcla de agua/acetonitrilo (80/20,

v/v), siendo el tiempo total de analisis de 35 min (Benijts y col., 2004).
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Lee y col. también utilizaron la cromatografia liquida para la separcion de MeP,
EtP, PrP y BzP y al igual que Benijts utilizaron una columna C;g de 5 um, utilizando un
gradiente con fase movil binaria de metanol y agua y flujo variable (0.9 a 1.25
ml min™"). Con este método se consiguio la separacion de estos compuestos en menos de

15 min (Lee y col., 2006).

Por otro lado, Nieto y su grupo utilizaron como técnica de separacion de MeP,
EtP, PrP, BzP la cromatografia liquida rapida de alta resolucion (UHPLC), este tipo de
cromatografia utiliza columnas empaquetadas con particulas de tamafio de 1.8 um y
presenta como ventajas en comparacion con el HPLC convencional un incremento de la
velocidad y una mejora de la sensibilidad, selectividad y eficacia. En este trabajo la
separacion se consiguié en menos de 10 min empleando una columna Zorbax (5.0 cm x
0.46 cm) con tamaiio de particula de 1.8 pm, un flujo de 0.6 ml min™, y una fase movil
binaria con agua Milli-Q acidulada con &acido acético hasta pH:3 y metanol (Nieto y

col., 2009).

3.1.2.2. Cromatografia de gases.

Se trata de la técnica mas empleada para la determinacion de estos compuestos,
ya que su acoplamiento con un espectrometro de masas la convierte en una técnica muy
sensible, pudiendo alcanzar limites de deteccion del orden de ppb o ppt, sin necesidad
de realizar tratamientos de muestra muy exhaustivos (Canosa y col, 2006; Regueiro y
col., 2009a y b). Aunque como desventaja principal presenta la necesidad del uso de la
derivatizacion de estos analitos para mejorar su separacion y determinacion mediante
GC-MS/MS o GC-MS. Alguno de los derivatizantes utilizados para el MeP, EtP, PrP y
BuP han sido el 4cido pentafluoropropionico (PFPA) (Lee y col., 2005), la N,O-
bis(trimetilsilil)trifluoroacetamida (BSTFA) (Rudel y col., 2003), anhidrido acético
(Regueiro y col.,, 2009b) o la N-metil-N-(tert-butildimetilsilil)trifluoroacetamida
(Canosa y col., 2009). En la figura 26 aparece un esquema tipico de la derivatizacion de

los parabenos con BSTFA y PFPA.
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Figura 26. Derivatizacion de los parabenos con A. BSTFA y B. PFPA.

3.2.2.3. Electroforesis capilar

En varios articulos publicados en 2008 y 2009 por Blanco y su grupo, se utilizd
la electroforesis capilar no acuosa (NACE) acoplada a un diodo array para la separacion
y determinacion de MeP, EtP, PrP, BuP y BzP en muestras acuosas. En un primer
método se utilizé un capilar con una longitud efectiva de 61.5 cm y un didmetro interno
de 75 um. Las muestras se inyectaban hidrodinamicamente durante 5 s y el voltaje
aplicado para la separacion fue de —30 kV. Como electrolito de fondo se utiliz6 20 mM

Tris y 52 mM de hidréoxido sédico preparado en metanol a un pH de 12.2.

Este mismo grupo publicé una variacion de este método enfocada a lograr una
mejor sensibilidad. Para ello llevaron a cabo procesos de stacking con polaridad inversa
que permitié incrementar el tiempo de inyeccion de 5 a 60 s. El empleo de esta ultima
técnica reducia en aproximadamente un orden de magnitud los limites de cuantificacion

obtenidos con inyecciones de 5 s (Blanco y col., 2008; Blanco y col., 2009).
3.1.3. Detectores.
Como se ha comentado al hablar de las técnicas utilizadas para la separacion de

estos compuestos, debido a las bajas concentraciones en las que se encuentran es

necesario la utilizacion de detectores que presenten una alta selectividad y sensibilidad.
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La mayoria de los articulos publicados utilizan como detector el espectrémetro
de masas o masas-masas en tindem acoplado fundamentalmente a cromatdgrafos de
gases (Regueiro y col., 2009a; Canosa y col., 2006; Regueiro y col., 2009b; Canosa y
col., 2007) y en mucha menor medida con cromatografia de liquidos (Benijts, y col.,

2004; Nieto y col., 2009).

También se ha utilizado el diodo array como detector, pero siempre acoplado a

técnicas electroforéticas (Blanco y col., 2008; Blanco y col., 2009).

La tabla 18 recoge un resumen de los métodos empleados para la determinacion

de distintos parabenos en muestras de interés medioambiental.

Tabla 18. Tabla resumen de métodos de determinacion de parabenos.

Compuesto Matriz Extraccion %R Determinacion ‘ LD
MeP Agua n.c 17 pg ml™
EtP residual, SPME + 86 88pgml’ | Regueiro
, derivatizacion GC-MSMS 1
PropP de rio y de (MTBSTFA) 91 4.0 pg ml y col.,
ButP piscina. 85 5.7 pg ml™ 2009a

MeP *0.025 ng ml™!

EtP Aoua SPME + *0.005 ng ml™ Canosa
PropP resil al derivatizacion > 87 GC-MSMS *0.002 ng ml! col 200%
ButP 4 (MTBSTFA) *0.001 ng ml" .

BzP *0.005 ng ml!

pH:3 -1

MeP . 87 0.01pgl

EtP Agia | SPEOW o) GOMS 0.01us 1" Lee y
PropP residual ueton: Ve 96 0.01pg 1! col., 2005
ButP Derivatizacion 99 0.01us 1"

(PFPA). Ving
Acua SPE (Oasis

MeP e fual HLB) 99.3 02ngl" Benijts, y

EtP - dey Elucion: 91.1 LC/MS/MS 0.5ng 1" col,,
PropP g MTBE/iPrOH | 91.5 02ngl" 2004

rio
(9/1)
*LC
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Tabla 18. Tabla resumen métodos de determinacion de parabenos (continuacion).

Compuesto Matriz Extraccion %R \Determinaci()n LD Ref.

MeP - -
EtP Agua - - Paxéus,
PropP residual SEE (Cis) - GC-MS - 1995
BzP - -
MeP Acua 99-108 15 ng ml”
EtP Hffum 98-102 Bogml' | o
PropP cg rf & SPE (Oasis) 97-107 | NACE-DAD 16 ng ml” | 20(‘)’OY8
ButP reesi d?lgl 99-102 18ngml! |
BzP 97-102 13 ng ml!
* -1
EtP corr%igente 98-102 *0'21 ng ml! Blanco y
PropP Ge | SPE(Oasis) | 97-107 | LVSS-NACE- | , s ng e col.,
ButP it 99-102 DAD 0 18 el | 2009
BzP 97-102 o ng
. <y -1
MeP Agua Mlcroextracglon e, 16.4 pg ml»1 '
) con ultrasonidos 12.5 pg ml Regueiro
EtP residual, 85 R
. + GC-MS/MS 7.7 pg ml y col,
PropP derioy de S 92 1
. derivatizacion 3.9 pg ml 2009b
ButP piscina. o 87
por acetilacion
MeP MSPD 114 *13ngg’ Canosa
EtP Polvo C,s dispersante 87 *2.6ngg’ M
S . GC-MS/MS . col.,
PrP interior Florisil 93 *0.6ng g 2007
BuP adsorbente 80 *0.7ng g’
Extraccion
asistida por
MeP ultrasonidos - 03ugg’
EtP Polvo (DCM) - GC-MS 02pugg’ Rludze(l)g3
BuP + - 02pgg’ ok
Derivatizacion
(BSTFA)
MeP PUF/XAD-2 ) 1 ng m’
EtP Aire " 1 ng m® Rudel y
BuP Derivatizacion i GC-MS 4 ng o col.,
u (BSTFA) & 2003
MeP 72 3 pgkg!
EtP 80 1.75png kg! Nieto y
PropP Lodo PLE 102 Iﬁg&% 1.75ng kg! col.,
BzP 106 3ug kg’ 2009
*LC
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CAPITULO I

Determinacion de nonilfenoles y nonilfenoles etoxilados en muestras
solidas de interés medioambiental mediante extraccion asistida por

ultrasonidos y HPLC-FL.

Trabajo presentado en el congreso “"Sample Handling for Environmental and
Biological Analysis 2006” (Zaragoza 18-20 septiembre 2006). Poster.






Experimental Capitulo I

1. CAPITULO I. Determinacion de nonilfenoles y nonilfenoles etoxilados en
muestras solidas de interés medioambiental mediante extraccion asistida por

ultrasonidos y HPLC-FL.

El objetivo de este trabajo fue el desarrollo de un método analitico sencillo,
rapido y de facil aplicacion en los laboratorios de andlisis de rutina para la
determinacion y cuantificacion de manera conjunta de los nonilfenoles de cadena larga
(NPEOy 3< x <15), los nonilfenoles de cadena corta (NPEO; y NPEO,) y el nonilfenol

de cadena lineal (4-n-NP) en muestras so6lidas de interés medioambiental.

Para la separacion de estos compuestos se empleo la cromatografia de liquidos y
como técnica de deteccion se selecciond la fluorescencia, ya que presenta una buena
sensibilidad para estos compuestos y una mayor selectividad que los detectores de
ultravioleta. Al tratarse de compuestos de muy distinta polaridad, su andlisis
cromatografico present6 algunas dificultades selecciondndose finalmente una columna
de polaridad intermedia para su separacion, columna Cg, y un modo de elucion

isocratico AcN/H,0 (60/40).

Para la extraccion de estos compuestos en las muestras solidas, se busco la
miniaturizacion del método, a fin de minimizar las cantidades de disolventes a emplear.
Se selecciono la extraccion asistida por ultrasonidos en pequefias columnas por cumplir
con este requisito y ademads ser una técnica suficientemente energética para extraer los
compuestos de las muestras seleccionadas. Entre los pardmetros optimizados cabe
destacar los disolventes empleados, la temperatura, el nimero de ciclos de extraccion y
la cantidad de muestra. Asi, se optd por partir de 2 g de muestra, realizar dos ciclos de
extraccion de 15 min cada uno a una temperatura de 45°C empleando una mezcla de 5
ml MeOH/H,O (70/30) como disolucion extractante. En estas condiciones fue posible
obtener recuperaciones cuantitativas tanto de los compuestos menos polares (NPEO,,

NPEO; y 4-n-NP) como de los mas polares (NPEOy 3<x <15).

Con el fin de eliminar otros compuestos coextraidos mediante esta técnica y
potencialmente interferentes, se llevod a cabo un proceso de extraccion en fase soélida
como etapa de limpieza. Para ello, se utilizaron 500 mg de C;g como adsorbente y se

optimizaron las diferentes etapas del proceso. Inicialmente se realizd el
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acondicionamiento de los cartuchos con 2 x 6 ml de metanol y 1 x 6 ml de una mezcla
agua/metanol (30/70), para posteriormente adicionar los 10 ml del extracto procedente
de la etapa de extraccion. Se realizdé un lavado con 3x1 ml de mezcla H,O/MeOH
(30/70) y finalmente con 3 x 1 ml de metanol la elucidén, para conseguir recuperar
completamente los NPEO, NPEO; y NPEO,. Sin embargo, para la eluciéon completa

del 4-n-NP fue necesario el empleo de 1 ml adicional de acetonitrilo.

En la figura 27 se representa un esquema del método completo desarrollado en

este trabajo.

EXTRACCION LIMPIEZA

.
Mezcla MeOH/Agua 0
(70/30) —>
Suelo 2g '

Baiio de ultrasonidos
Dos extracciones
consecutivas de 15 min

Carga: 500 mg Cjg
Extraccion asistida por ultrasonidos en
pequefias columnas. Lavado: 3 x 1 ml de una mezcla H,O/MeOH (30/70)

Elucién: 3 x1 ml de metanol y 1 x 1 ml de acetonitrilo

HPLC-FL

Evaporacion bajo una corriente de
nitrégeno y redisolucion en 500 pl
H,0/AcN (50/50)

Columna Eclipse XDB-Cg HPLC (4,6 x 150

Volimen de inyeccién de 100

Caudal de 1 ml/min

Elucion isocratica: AcN/H,O

Figura 27. Esquema del proceso seguido para la determinacion de 4-n-NP, NPEO,,
NPEO, y NPEOy 3<x <15.

Los limites de deteccion y cuantificacion obtenidos se situaron entre 0.05-0.52 y
0.17-1.72 pg g, respectivamente, para los suelos y entre 0.11-0.50 y 0.38-1.67 pg g
para los sedimentos, siendo inferiores a las concentraciones encontradas en muestras de

suelos y sedimentos por otros autores.
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Se analizaron varias muestras de suelos y sedimentos, pero en ninguna de ellas
se encontraron residuos de los compuestos analizados por encima de los limites de

deteccion del método.

En la tabla 19 se recogen algunas caracteristicas analiticas obtenidas para los dos

tipos de muestras.

Tabla 19. Recuperaciones (%R), desviacion estandar relativa (RSD), limites de

deteccion (LD) y cuantificacion (LC) de los nonilfenoles y sus derivados etoxilados en

suelos y sedimentos.

4-n-NP 84.2 14.1 0.06 0.20 88 5.1 0.11 0.38

NPEO; 90.6 10.1 0.06 0.19 94.7 2.5 0.22 0.74

NPEO, 97.3 5.2 0.05 0.17 82 1.3 0.31 1.04
NPEO
3<x <15 90.8 11.1 0.52 1.72 88.5 5.6 0.50 1.67

“ niveles de enriquecimiento: 0.5 pg g'l (4-n-NP); 1 pg g'l (NPEO,.); 5 ug g'1 (NPEQy)
® niveles de enriquecimiento: 2 ug g (4-n-NP); 4 pg g (NPEO,); 20 pug g (NPEOy)

Se analizaron también con este método otras muestras solidas de interés
medioambiental como lodos y compost, pero las recuperaciones obtenidas durante la
extraccion fueron menores en todos los casos al 40 % para el 4-n-NP y los derivados
etoxilados de cadena corta. Este hecho se atribuyo al elevado contenido de materia
organica de este tipo de muestras, lo que dificultaria la extraccion y requeriria por tanto
condiciones de extraccidon mas energéticas y selectivas. No obstante, los valores
obtenidos de RSD si fueron aceptables (RSD<15), por lo que el método se propuso

como método de screenino nara detectar 1a nresencia de los comnuestos estudiados en
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DETERMINATION OF NONYLPHENOL AND NONYLPHENOL ETHOXYLATES IN
ENVIRONMENTAL SOLID SAMPLES BY ULTRASONIC-ASSISTED EXTRACTION AND HPLC-FL

L. Nuiiez, E. Turiel and J.L. Tadeo.
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Polimero de impresion molecular para la extraccion selectiva del
nonilfenol y sus derivados etoxilados en muestras sdlidas

medioambientales.
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2. CAPITULO II. Polimero de impresion molecular para la extraccién selectiva del

nonilfenol y sus derivados etoxilados en muestras solidas medioambientales.

Como continuacién al trabajo anterior en el que se vio que el método
desarrollado no era del todo eficaz para los lodos, se desarrollé un nuevo método para

permitir la determinacion de los nonilfenoles en estas muestras

En este segundo trabajo se optd por un método de extraccion mas energético que
la extraccion por ultrasonidos como es la extraccion asistida por microondas. Para lo
cual se adaptd un proceso descrito anteriormente por Foukoulakis y col. (2005)'. En él,
100 mg de lodo 6 2 g de sedimentos se introducen en recipientes de teflon con 20 ml de
n-Hexano y 1 ml de agua. La extraccion de las muestras se lleva a cabo a 120 °C y 1200
W durante 15 min. Después de un proceso de centrifugacion, los extractos obtenidos se
evaporan hasta 5 ml para posteriormente adicionar 2 g de sulfato sodico y asi eliminar el
agua presente y poder evaporar a sequedad. Finalmente, los extractos se redisuelven en

7 ml de tolueno en el caso de los lodos y 1 ml de tolueno en el caso de los sedimentos.

Se sintetizaron cinco polimeros siguiendo el método de polimerizacion por
precipitacion, empleando en todos ellos el 4-n-NP como compuesto plantilla. Como
monomeros se estudiaron tanto el acido metacrilico (MAA) como la vinilpiridina (4-
VP) y se ensayaron distintos volimenes y mezclas de disolventes como porogen. El
proceso de sintesis fue el mismo para todos los polimeros: a un tubo de ensayo de 15 ml
se anaden 0.14 mmol de compuesto plantilla (4-n-NP), 0,54 mmol de monémero (MAA
y 4-VP) y diferentes volimenes de porogen (tolueno, y mezclas de tolueno y
acetonitrilo). La mezcla se deja en contacto durante 5 min para posteriormente afiadir
2.7 mmol de divinilbenceno (entrecruzante) y 0.2 mmol de 2,2"-azobisisobutilonitrilo
(iniciador). El tubo se cierra y se introduce en un horno rotatorio (24 rpm) a una
temperatura de 60°C durante 24 h. Las particulas de polimeros asi obtenidas se filtran
con un filtro de nylon y se dejan secar durante 24 h. Finalmente, el compuesto plantilla
se elimina mediante la extraccion Soxhlet con una mezcla de acetonitrilo/acido acético
(1/1) durante 10 h. Los polimeros no impresos se prepararon de forma similar pero sin

anadir el compuesto plantilla.

! Fountoulakis, M.; Drillia, P.; Pakou, C.; Kampioti, A.; Stamatelatou, K.; Lyberatos, G.; Journal of
Chromatography A, 2005, 1089, 45.
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En los polimeros en los que se habia utilizado 4-VP como mondémero las
interacciones no especificas fueron siempre comparables a las interacciones especificas,
a pesar de los distintos lavados ensayados, y las recuperaciones obtenidas tanto en el
MIP como en el NIP fueron similares por lo que no fue posible demostrar la presencia

de interacciones especificas.

Por otro lado, de los polimeros preparados con MAA como mondmero, los
sintetizados con mezclas acetonitrilo/tolueno (75/25) como porogen no dieron buenos
resultados, ya que tanto en el MIP como en el NIP las recuperaciones obtenidas fueron
muy bajas. En cambio en los preparados con tolueno y una concentracion de MAA de
6.2% m/v, después de un proceso de optimizacion, las recuperaciones fueron
cuantitativas en el MIP e inferiores al 20 % en el NIP, siendo por tanto este tltimo el

seleccionado para el desarrollo del proceso MISPE.

Se optimizaron las distintas etapas implicadas en los procesos de extraccion en
fase solida, como son la carga, lavado y elucidn, realizando previamente una etapa de
acondicionamiento con 2 x 6 ml de metanol, 2 x 6 ml de acetonitrilo, 2 x 6 ml de
tolueno y 2 x 1 ml de tolueno. Las condiciones Optimas para la extraccion MISPE
fueron las siguientes: carga de la muestra en Iml de tolueno, lavado con 1 ml de mezcla
tolueno/acetonitrilo (90/10) y eluciéon con 3 x 1 ml de metanol con 1 % de acido acético.
Bajo estas condiciones, el polimero utilizado permitié la extraccion cuantitativa del 4-n-
nonilfenol (4-n-NP), los nonilfenoles etoxilados de cadena corta (NPEO; y NPEQO,) y
los isdmeros del nonilfenol (NP), los cuatro compuestos que presentan una mayor
toxicidad de la familia. Los nonilfenoles etoxilados de cadena larga no pudieron ser

determinados en este trabajo.

El empleo de la extraccion asistida por microondas como técnica de extraccion
junto con una etapa de limpieza mediante MISPE permitieron la determinacion de NP,
4-n-NP y NPEO; y NPEO, mediante HPLC-FL utilizando una columna Atlantis C;s de

3 um y un modo de elucion isocratico acetonitrilo/agua (60/40).
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En la figura 28 se recoge un esquema de método completo desarrollado en este

trabajo.

MUESTRA EXTRACCION MISPE

Lodos MAE.
Sedimentos Disolventes: 20 ml Hexano/Acetona 1/1 +  Carga: 1 ml Tol
1 ml H,O Lavado: 1 x1 ml Tol
T 120°C; P: 1200 W Elucion: 1 x 1 ml AcN+3 x 1

ml Tol /AcH 1 %

'

SEPARACION Y EVAPORACION
DETERMINACION

Columna: Atlantis® dC-18 3um Evaporar a sequedad y

Volumen de inyeccién de 100 pl redisolver en 1 ml
Caudal de 1 ml/min AcN/H,0 (50/50)

AcN/H,0 (60/40) t=25min

Figura 28. Esquema resumen del método utilizado para la determinacion de NP, 4-n-NP

y NPEO, y NPEO;.

Los limites de deteccion y cuantificacion obtenidos mediante este segundo
método (MAE-MISPE-HPLC-FL) se situaron entre 048 — 143 mg kg' y
1.60 — 4.75 mg kg™ respectivamente, para los lodos y entre 0.02 - 0.06 mg kg y 0.08 -
0.20 mg kg'l, respectivamente, para los sedimentos, un orden de magnitud inferior al

obtenido sin utilizar el proceso MISPE.

Se analizaron lodos procedentes de distintas plantas de tratamiento de la
Comunidad de Madrid y en todos ellos se encontraron altas concentraciones de los
compuestos bajo estudio, muy por encima de los limites de cuantificacion obtenidos.
La presencia de estos compuestos fue confirmada posteriormente con LC-MS/MS. Por

otro lado, también se analizaron sedimentos y, al igual que en el trabajo anterior, no se
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encontraron concentraciones de estos compuestos, aunque los limites de cuantificacion

obtenidos con este método se redujeron de forma considerable.

En la tabla 20 se resumen algunos parametros de interés analitico de este método

tanto para lodos como para sedimentos.

Tabla 20. Recuperaciones (%R), desviacion estandar relativa (RSD), limites de

deteccion (LD) y cuantificacion (LC) de los nonilfenoles y sus derivados etoxilados en

lodos y sedimentos.

R%* | RSD méfg_l mégg'l R%° | RSD me ke | mg kg
4-n-NP 88 7 0.55 1.84 81 2 0.03 0.09
NP 104 8 1.13 3.75 110 | 14 0.02 0.08
NPEO, 73 6 1.43 4.75 85 13 0.06 0.20
NPEO, 60 7 0.48 1.60 65 5 0.06 0.19

* nivel de enriquecimiento: 35 pug g (4-n-NP, NP, NPEO,, NPEO,).
® nivel de enriquecimiento: 0.25 pg g (4-n-NP, NP, NPEO; NPEO,).
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3. CAPITULO III. Determinaciéon de nonilfenoles y sus derivados etoxilados de

cadena larga mediante cromatografia electrocinética micelar (MEKC).

El objetivo de este trabajo fue el empleo de la cromatografia electrocinética
micelar (MEKC) para la separacion de los derivados etoxilados de cadena larga del
nonilfenol hasta linea base y su determinacion junto con la mezcla de isémeros del
nonilfenol. Esta separacion no se habia conseguido hasta el momento utilizando MEKC
y se logrd optimizando las variables mds influyentes en electroforesis capilar:
disolucion reguladora a emplear, pH, utilizacion de sufactantes tales como el dodecil
sulfato sodico (SDS) o el colato de sodio (SC), composicion de la muestra y el tiempo

de inyeccion.

Se estudiaron distintos electrolitos de fondo, tales como acido 2-[N-
ciclohexilamino]etanosulfénico (CHES), acido 3-(ciclohexilamino)propanosulfénico (
CAPS), fosfatos sodicos y borato y se ajustaron sus pH utilizando 0.1 M de hidréxido
sodico. A estas disoluciones reguladoras se le afadieron distintas concentraciones de
SDS, de SC, o mezcla de ambos. Después de varios estudios se comprobd que el
empleo de CHES como disolucion reguladora a un pH 9.1 para asegurar que todos los
compuestos se encontraban en forma neutra (pKa: 10.2), junto con el uso de 50 mM de
SC como surfactante en la disolucion reguladora permitia la separacion deseada de los

compuestos.

En un segundo estudio, una vez conseguida la separacion deseada, se analizo el
efecto que el volumen de muestra y el tipo de matriz introducida en el capilar (stacking)
podian tener en la eficiencia de la separacion, la resolucion y la sensibilidad de la
técnica. Para investigar el efecto del tiempo de inyeccidon, se inyectd
hidrodinamicamente en un capilar un patroén disuelto en agua a diferentes intervalos de
tiempo, entre 3 y 50 s a una presion de 50 mbar y utilizando como electrolito de fondo
el optimizado anteriormente. Finalmente una inyeccion de 10 s fue seleccionada como
optima. Sin embargo, el empleo de sales disueltas en la muestra, como NaCl,
permitieron aumentar el tiempo de inyeccidon y la resolucion. Se analizaron distintas
concentraciones de NaCl, entre 0 y 70 mM vy finalmente se comprobé que una

concentracion de NaCl 50 mM junto con un tiempo de inyeccion de 20 s daban lugar a
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una mejor separacion, una mejor resolucion de los picos y un incremento de la

sensibilidad.

Junto con la separacion de los compuestos en estudio, se desarrollé un método
completo para la determinacion de los mismos en muestras de aguas residuales. Se
optimiz6 un método de extraccion liquido-liquido utilizando tolueno como disolvente
extractante. Finalmente, la extraccion se realizoé sobre una alicuota de 80 ml de agua,
empleando tres fracciones de 80 ml de tolueno. Las fracciones organicas obtenidas se
unieron y evaporaron hasta sequedad con un rotavapor y nitrogeno para su posterior
redisolucion en 1 ml de disolucion acuosa de S0 mM de NaCl y su analisis. Siguiendo
este método se obtuvieron recuperaciones cuantitativas para todos los compuestos,
alcanzéndose un factor de preconcentracion de 80. Asi los limites de deteccion y
cuantificacion se situaron entre 3.8 — 9.2 ng ml™ y 12.7 — 30.8 ng ml”, respectivamente
y dependiendo del analito. En la figura 29 se representa un esquema del método

completo desarrollado en este trabajo y en la tabla 21 sus caracteristicas analiticas.

FILTRACION EXTRACCION

-

| | :> ..x__‘.‘\r--&;_.
L )

L
Muestra. Agua procedente de Extraccion liquido-liquido: 80 ml de
depuradora muestra extraida con 3 x 80 ml Tol.

EVAPORACION

!
T

T

Separacion y determinacion. MEKC-DAD (A: 200 nm), capilar Evaporacion. Nitrogeno y rotavapor hasta sequedad
longitud efectiva/total 40/48.5 cm. Tampon: CHES (pH:9.1), SC y redisolucion en 1 ml de 50 mM SC. Factor de
50 mM como surfactante, muestra disuelta en 50 mM NaCl y concentracion (80).

tiempo de inyeccion 20 s.

Figura 29. Esquema resumen método LLE-MEKC-UV.

144



Experimental Capitulo IIT

Tabla 21. Recuperaciones (%R), desviacion estandar relativa (RSD), limites de
deteccion (LD) y cuantificacion (LC) del nonilfenol y sus derivados etoxilados de

cadena larga en aguas residuales utilizando el método LLE-MEKC-UV.

Compuestos %R* RSD LOD ng ml" | LOQ ng ml”
NP 107 9 3.8 12.7
3 102 7 7.9 25.6
4 103 6 4.2 14.8
5 98 10 8.9 249
6 96 8 4.1 13.6
7 96 7 59 18.4
8 94 5 7.9 26.2
9 90 9 7.2 23.9
10 87 8 4.8 15.9
11 88 10 8.0 26.5
12 85 8 6.3 21.1
13 86 9 9.2 30.8
14 83 7 6.2 20.5
15 83 8 8.0 26.8

* Niveles de enriquecimiento: 31 ng ml" (NP) y 625 ng ml™" (NPEOx (3 < x <15)).

Finalmente, se analizaron varias muestras de aguas residuales procedentes de
distintas etapas de una planta de tratamiento de aguas residuales situada en Helsinki
(Finlandia). En una de las muestras analizadas, que correspondia a la primera etapa de
tratamiento, se encontrd6 NPEQy en concentraciones del orden de 30 ng I'l. Para
confirmar este resultado se emple6 un espectrometro de masas acoplado a un
cromatografo de liquidos. El andlisis se realiz6 mediante inyeccion directa utilizando un
modo de ionizacion positiva tanto de un patrén de NPEOy como de una muestra de agua
residual. Como pico base se utiliz6 el de mayor intensidad m/z 640 y para la
determinacion y confirmacion del NPEOy el espectro MS? (m/z 640— 553 — 375, 287,
199). Tanto en el patrén como en la muestra se encontraron los mismos picos,

confirméndose asi, la presencia de NPEOQy, y la validez del método.

145






Experimental

Capitulo I11

1 UNIVERSITY OF HELSINKI

Introduction and sim

Nomylohenol elhonyates are surfactasts which are used

workdwide and can be transormed in the emaronment by

microorganisma ta form nomylphencl (Fig 1). The aim of

the work was 1o develop a fast micellar electrokinetic

capllary chromatography (MEKC) method for the
4 emarylates in

Results and discussion

Analysis of these compounds was carried ot with MEKC

Different parameters such a3 background electrolyte (BGE)
solution, pH, type of surfactant, and sample sacking were
opmized. The wse of CHES (20 mM. pH 8.1) in
combinabon with 50 mM sodumn cholate as 3 surfactant as
BGE solution. together with sample stacking using 50 mM
NaCl in the sampie and an inection tme of 20 5. provided
the best separation of the compounds studied (Figs. 3-4)
The method was appbed to the delermination of targst
analyles i two types of sudge water coming from bwo
sieps of & waslewater Westmen! planl  Ligud-quid
extraction was camed oul using folene as sohent
resgiting s recoverws arownd 100% for al studed
anatyles. The presence of nomiphenal polyetharylates was
cbaerved in the first step of the shudge water treatment.
based on migratcs tme and UV spectra (Figs. 56)
Identification was confirmed using tandem MS. LOGs of e
studied compounds were in the range of 12.7 t 304
ngimi. which is satafactory for the analysis of real waste
waler samples (Table 1),

Meosrpipnarsd lsomers
(ehains and position) (NP)
o

CONGRESO:
“HPLC 2009”
(Dresden (Alemania) 28 junio-2 julio 2009). Poster.

Determination of nonylphenol and nonylphenol
ethoxylates by micellar electrokinetic capillary
chromatography. Application to waste water samples.

5.K. Wiedmer

, J. Parshintsev?, K. Hartonen', M-L. Riekkola", J.L. Tadeo?, E.Turiel

L.
1)Laboratory of Analytical Chemistry, Department of Chemistry, P.O.Box 55, 00014 University of Helsinki, Finland,
2)Departamento de Medio Ambiente, INIA, Ctra. de La Corufia Km. 7, 28040 Madrid, Spain

Correspondence: susanne.wiedme

iy o

Figure 2. isfuence of S05 and SC i 20 mM CHES

ot pH 8.1, A 20 mM CHES #t p

and B: 20 mM CHES at pH 81 + 50 mM SC

g'mL of NF and 50 ppimi ol

nm. Samples wene disohed in waler

1
il PEmAL A
| et
—_— — —
5
wPEDn

potputronyiate
NPED,}

[ TN S S

oy

3 of NP and NPEC

Figure 1
Experimental

MEKC

-HPY'CE system squipped with & Siode amay detecton

wystemn {Aglient, Waldbromn, Germany) and air cooling for

the capilary cassette.

~CE parameters | voltage +20 kV (curment <100 pA) UV
detestion at 200 nm: capilary casselte lemperature 25.0
;. hydrodynamic sampie injection 50 mbar for 3.50 5.
Uncoated fused-sibca cap@ares of 50 ym 1D, 364 ym OO0,
and with a total length of £8.5 cm (40.0 em o the detector)
from Polymicro Technologies (Phoenin, Arizona. USA)

Durect MS analysis
-Bruker Esquire 3000 plus IT-MS ({Bruker Daltonics, USA)
drect i of tlandand scliton and sammples in
mathanolwater misters (50:50, viv) at 250 ph; ESI in
negative mode. capilary voltage 4000 V. end plate offset -
500V, nebulzer pressure 0.60 bar (ntrogen), drying gas
initrogen) 4 Limin, drying temperature 250 °C; scan mode
{miz 100-740). NP isomers at miz 218

Figure 1. e of sample stacking on the
separation. Electrophercgrams of the  standard
soluban L of NP and 50

a concentration of 5

wgiml of B
20 s at 50 mbar with d®erent concenirations of

HaCE A B 10 mM, G 20 50 mM, and

comprised 20

BGE sof

Sample preparation

Wasie water siudge sampies collected (Novemnber
12, 2008) fom a waslewater treatment plant in
Helsinki

-Samgle 1: raw undgested sidge (after screens.
grit removal, ferrous sulphate and kme treatment.
and pre-aeration) with 4.8 % sckd material

-Samgle 2. extess  shdge  afler  futher
aeration and treatment wih ferrous

malecular ion) for MS? experiments (cut-off 5% ampitude
0.7, width 4.0)

-nanyiphenal ethoxylate, MS? (miz 840 > 553 > 375, 287,
199} spectra of standand solution and & shodge waser
sample; capllary voltage ~4000 V. end plate offset -500 V,
nebulizer pressare 0,80 bar {nitrogen. ), drying gas
(mitrogen] 4 Liwin, diying temperature 250 °C

-scan mode {mvz 70-740)

suiphate

-Filrated sldge waler samples were soned wntil
needed at +5 °C.

Liquid-liquid exraction: 3 X B0 ml lokene
vaporation; redissobation in 1 mL of 50 mM HacCl
fitration (045 ym)] before analysis.

<= concentration factor of 60

50 mM SC

KV, lemp. 25°C,

at pH 8.1 and

NPED,
NPEQ,
NPED,,
NPED,
NPED,
= i
4 }
-
I, e .
|\ I [)\
N
_
el [ SRS | ——
T
ll-‘lll
B

Figure 5. Eectropherograms of siudge water
bo rom the tr

samples. Aj San ol the waste

real (mon-apiked) sample

11 spived sample (31 ngimL fo

and £25 ngimi,

@ us 15 B) S

second slep of the waste water plant trestment |

read

sample; Il spked sample (31

NP

and 625 '

ngimi.

171

Tabile 3. Cabrasion coefficient, precision, detecsion and

s of Be method for the studied

EOn

mared compounds comespond b

Comp:a| Corr, | Precision| Precision| LOD* | LOO* | LOGF |

|eost.| RSO% | RSO % |upel gk | ngmi

| R | Tewt | Arewt | | | |
wes |ows7| 028 | w7s | o3 | 78 | s |
4 Jowa| ox | e | o6 | 42 | s |
] rEETEETEETY
5 2 12 | 4t

T ETHETE
41 | 28 | 79 | |
42 |39 | 72

&5

38
57
1
w loma| oas | a7 | we | ez | ;s
1 |owm| ozs 84 | o9 | 8o | e |
we o] oz | wna | or | sa [ sar

" Corcantratons: § pime of NP sd 130 il of NPED, 214
VgL of NPED, 339 yymL of NPED, 457 ppmL of NPED,
.33 ppiml of KOO, 1020 pymL of NPEO, 1222 ppiml of
NPEQ, 138 pyml of NPED,,. 135 pgimL of NPED,, 119
L Of NPED,. 3,56 piml of NPED,, 6.28 jpimL of NFED,,
338 gl of NPEO,,
LOD fer the MEXC-LV

LOD and LOG for T LLE-MEKCAIV procedum. A
concaniration facior of 80 was uked In the calulsticns (ves
ipanmans

Concluging remarks
In Mis work we demonsirate the successful separaton of
NP and 13 cigomers of NPED, from x = 3 to x =15 by
MEKC. The use of 20 mM CHES at pH 8.1 and 50 mM SC
BGE soluton and NaCl sample stacking provided the best
separation. The suitabiity of the anaiytical procedure for
renfine analyss of NP and long cham NFECH in sudge
waler af uscal concentration levels was demonsirated
Liquid-Eguid extraction with inkene peoved to be sultable
for the estraction of the studed compounds from waste
waler sldge samples. Sludge waler samples fom o
different peocess S1eps of 3 waste waser Veatmest plant i
Helsinki Finland) were anafyzed Cne of the suded
ethoxytates derivates was observed at a concentration of
30 rg/ml in the raw undigested sludge waler taken from
the beginning of the reatment process. The developed
method proved ta be sultable for the studied standard and
real samcies and Me relalively shoft analyvia tme B
combination with suficient separation make the presented
procedure hghly attractive




172



CAPITULO IV

Determinacion de parabenos en muestras sdlidas de interés
medioambiental mediante extraccion asistida por ultrasonidos y

LC-MS/MS.






Experimental Capitulo IV

4. CAPITULO IV. Determinacion de parabenos en muestras solidas de interés

medioambiental mediante extraccion asistida por ultrasonidos y LC-MS/MS.

El objetivo de este trabajo fue el desarrollo de un método analitico sencillo y
rapido para la determinacion y cuantificacion de manera conjunta de varios parabenos,
concretamente metil (MeP), etil (EtP), isopropil (iPrP), propil (PrP), butil (BuP) y
bencilparabeno (BzP), en muestras sélidas de interés medioambiental, como suelos y

sedimentos.

Para la extraccion de estos compuestos se utilizd la extraccion asistida por
ultrasonidos en pequenias columnas de manera similar a como anteriormente se habia
utilizado para la familia de los nonilfenoles. En este caso se situaron 10 g de muestra en
las columnas y se realizd6 una extraccion de dos ciclos de 15 min con 7 ml de
acetonitrilo en un bafio de ultrasonidos. Después de la extraccion, se recogieron los
extractos y se evaporaron hasta 1 ml para su posterior andlisis. Las recuperaciones

obtenidas fueron cuantitativas para todos los compuestos.

Dado que las concentraciones esperadas de estos compuestos en muestras
medioambientales eran muy bajas, en este trabajo se recurrié a la cromatografia de
liquidos acoplada a un espectrometro de masas de triple cuadrupolo (LC-MS/MS) para
la separacion y determinacion de los compuestos. La separacion mediante cromatografia
de liquidos se llevo a cabo utilizando una columna Cg y una fase movil compuesta por
una disoluciéon 5 mM de formiato amoénico en agua (A) y otra 5 mM de formiato
amonico en metanol (B), con inyecciones de 10 pl de volumen y un flujo de
0.5 ml min™. El gradiente de elucion utilizado fue el siguiente: 40 — 85% B en 10 min
manteniéndolo constante 2 min y posteriormente reducir a 80% B en otros 2 min y a

78% B en 1 min.

Para su analisis se utilizdé un espectrometro de masas de triple cuadrupolo con
electrospray como interfase en modo negativo y un flujo de gas de 9 1 min" a una
temperatura de 350°C. Mediante inyecciones de flujo se optimizo la energia de colision
y fragmentor para cada compuesto. Como 16n precursor se selecciond el ion molecular
desprotonado y entre los iones producto se selecciond el mds intenso como

cuantificador y otro como cualificador. Los isdémeros iPrP y PrP presentaban el mismo
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precursor y los mismos dos iones producto, 137 y 92, pero el cualificador y el
cuantificador fueron distintos. Para el iPrP el cuantificador fue el 137 y el cualificador

el 92, y al contrario en el caso del PrP.

La figura 30 recoge un esquema del método desarrollado en este trabajo.

Extraccion

AcN +

Muestra 10g

Baiio de ultrasonidos

Dos extracciones

consecutivas de 15 min

Extraccion asistida por
ultrasonidos en pequefias
columnas.

Evaporacion

Evaporacion bajo una corriente de
nitrégeno y redisolucion en 1 ml de
AcN.

Separacion y
Determinacion

Sl

LC-MS/MS
Columna Fclinse XDB-C8 HPL.C (4.6 x 150

Volumen de inyecciéon de 10 pl

Caudal de 0.5 ml min™
Gradiente: 40-85% MeOH en 10 min manteniendo

el 85 % MeOH durante 2 min. y reduciéndo al 80%

en otros 2 min. y al 78 % en 1 min.

Figura 30. Esquema del proceso seguido para la determinacion de MeP, EtP, iPrP, PrP,
BuP, BzP.

Tabla 22. Recuperaciones (%R), desviacion estandar relativa (RSD), limites de

deteccion (LD) y cuantificacion (LC) de los parabenos en suelos y sedimentos.

R | rRsp | EP, | EC | peg | msp | EP,| L€,
ngg' | ngg ngg' | ngg

MeP 83.1 7.2 0.08 | 027 | 1050 | 67 | 0.14 | 049
EtP 88.5 5.1 0.05 | 0.16 | 1025 | 103 | 0.09 | 031
iPrP 882 | 4.1 0.05 | 016 | 8.2 | 43 | 004 | 0.11
PrP 849 | 43 0.12 | 039 | 1102 | 9.8 | 0.08 | 0.8
BzP 90.5 2.5 006 | 021 | 845 | 59 | 008 | 0.29
BuP 93.1 5.4 0.08 | 028 | 965 | 3.7 | 006 | 021

“ Niveles de enriquecimiento: 1 ng g" (MeP, EtP, iPrP, PrP, BzP, BuP)
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En la tabla 22 se resumen algunas de las caracteristicas analiticas del método.
Las recuperaciones fueron cuantitativas para todos los analitos bajo estudio y los limites
de deteccion y cuantificacion obtenidos, dependiendo del compuesto, se situaron entre
0.05-0.12 y 0.16-0.39 ng g, respectivamente, para los suelos y entre 0.04-0.14 y 0.11-

0.49 ng ¢! para los sedimentos.

Finalmente se analizaron multiples muestras de suelos y sedimentos de distinta
procedencia. En todas las muestras se encontraron residuos de distintos parabenos en
concentraciones superiores a los limites de cuantificacion del método. Las
concentraciones mas altas correspondieron al MeP y el PrP, los cuales, como se

menciono en la introduccion son los dos parabenos mas empleados.
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5. CAPITULO V. Polimero de impresién molecular para la extraccién selectiva de
parabenos en muestras solidas medioambientales y posterior determinacion con

HPLC-UV.

Como continuacion al trabajo anterior, se desarrollé un nuevo método basado en
el empleo de la cromatografia liquida de alta resoluciéon junto con un detector

ultravioleta (HPLC-UV) como técnica de determinacion final de los parabenos.

El método analitico completo para la determinacion de los parabenos consistid
en tres etapas; la primera fue el proceso de extraccion mediante ultrasonidos, semejante
al del articulo anterior, con la diferencia de utilizar 15 g de muestra en lugar de 10 g;
una segunda etapa de limpieza mediante un proceso MISPE y posterior evaporacion y
redisolucion del extracto en 0.5 ml AcN/H,O (50/50); y un tercera etapa de separacion y

determinacion mediante HPLC-UV (figura 31).

La parte critica de este trabajo fue la puesta a punto de la etapa de limpieza. Para
ello se recurri6 a los polimeros de impresion molecular, seleccionando el
bencilparabeno como compuesto plantilla. Se prepararon distintos polimeros y al igual
que para el nonilfenol se utilizé el método de polimerizacion por precipitacion. Todos
los polimeros se prepararon siguiendo la relacion molar 1:4:20 entre
plantilla:zmonémero:entrecruzante, por lo que el proceso a seguir fue el siguiente: a un
tubo de ensayo de 15 ml se afiadieron 0.14 mmol de compuesto plantilla (BzP), 0.54
mmol de monomero (MAA y 4-VP) y 10 ml de distintos porogenes (tolueno o mezcla
acetonitrilo/tolueno) y se dejo en contacto durante 5 min para formar el complejo de
prepolimerizacion. Seguidamente se afiadieron 2.71 mmol de entrecruzante (DVB) y
0.2 mmol del iniciador (AIMN). El tubo posteriormente se introdujo en un horno
rotatorio a 60 °C durante 24 h. Pasado este tiempo el polimero se seco y la plantilla se
elimind mediante Soxhlet con una mezcla de metanol/acido acético (1/1) durante 12 h.
El polimero no impreso (NIP) se prepar6 de manera similar pero sin afadir el analito
plantilla. De todos los polimeros preparados, el que mejores resultados dio fue el
sintetizado empleando 4acido metacrilico (MAA) como monomero, divenil benceno
(DVB) como entrecruzante y tolueno como porogen (4% m/v), ya que en los preparados
con 4-VP y porogen Tol/AcN (25/75) 6 MAA y porogen Tol/AcN (25/75) no se

observaron diferencias significativas entre el MIP y el NIP.
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Una vez obtenido el polimero, la optimizacion del proceso MISPE se llevo a
cabo utilizando 200 mg de material, tanto de MIP y NIP, que se situaron en dos
cartuchos de extraccion en fase solida y se acondicionaron con 50 ml de metanol, 50 ml
de acetonitrilo y 50 ml de tolueno. Finalmente, la carga se realiz6é con 1 ml de tolueno,
la etapa de limpieza con 1 x 1 ml de tolueno y 1 x 1 ml de mezcla Tol/AcN (90/10), y la
elucion de los analitos con 1 x 1 ml acetonitrilo, 1 x 1 ml de metanol y 5 x 1 ml de
metanol con 2.5 % de 4cido acético. Los extractos resultantes se evaporaron hasta
sequedad y se redisolvieron en 0.5 ml de agua/acetonitrilo (50/50) para su posterior

analisis mediante HPLC-UV.

La separacion y determinacion mediante HPLC-UV se llevd a cabo con una
columna Cg, utilizando una fase movil trifasica en modo gradiente, la cual fue
optimizada con el fin de conseguir la correcta separaciéon de MeP, EtP, iPrP, PrP, iBuP,
BuP y BzP. El programa de elucion fue el siguiente: (1) durante 10 min se mantuvo una
fase movil constante 60% A (agua), 25% B (AcN) y 15% (MeOH); (2) en los siguientes
10 min se incrementd la proporcion de fase organica a 40% B y 30% C para (3)
posteriormente volver a las condiciones iniciales en 3 min. Al analizar muestras reales
fue necesario afadir una etapa mas de limpieza de la columna con 80% B y 10% C.
Con un volumen de inyeccion de 50 pl y un flujo de 1.5 ml min" se consigui6 la
separacion de los siete compuestos en menos de 20 min. En la figura 31 se muestra un

esquema del método completo.

Las recuperaciones fueron cuantitativas y se obtuvieron limites de deteccion y
cuantificacion entre 0.16 — 0.33 y 0.53 — 1.12 ng g, respectivamente, para suelos y

entre 0.16-0.27 y 0.53-0.79 ng ' para los sedimentos, como se refleja en la tabla 23.

Finalmente, se analizaron con éxito distintos suelos agricolas y forestales, asi
como sedimentos fluviales y marinos, y se encontraron varios de los analitos estudiados,
especialmente MeP, cuya concentracion fue més alta en sedimentos marinos. La
confirmacion de todos los resultados obtenidos se llevo a cabo mediante LC-MS/MS en

las condiciones descritas en el trabajo anterior.
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MUESTRA

—

AcN

Suelos y sedimentos

SEPARACION Y DETERMINACION

Columna: Atlantis® Cg 3um

Volumen de inyeccién 50 pl

Caudal 1.5 ml min™!

Gradiente: 1. 60 % A (H,0), 25% B (AcN)
y 15 % C (MeOH) durante 10 min 2.-
Incremento del contenido organico a 40%
AcN y 30% MeOH en 10 min. y 3.-Vuelta a
las condiciones iniciales en 3 min

Figura 31. Esquema resumen del método

Muestra 15g

EXTRACCION

MISPE
Ll

¥, ﬁ:ﬁui]

"N
Carga: 1 ml Tol
Lavado: 1 x1 ml Tol/AcN 10%

Eluciéon: 1 x 1 ml AcN +1 x 1 ml
MeOH+ 5 x 1 ml Tol /AcH 2.5 %

Baiio de ultrasonidos
Dos extracciones
consecutivas de 15 min

=
¥
5

Extraccion asistida por
ultrasonidos en pequefias
columnas.

EVAPORACION

Evaporar a sequedad y
redisolver en 1 ml
AcN/H,0 50/50

utilizado para la determinacion de MeP, EtP,

iPrP, PrP, iBuP, BuP, BzP.

Tabla 23. Recuperaciones (%R), desviacion estandar relativa (RSD), limites de

deteccion (LD) y cuantificacion (LC) de los nonilfenoles y sus derivados etoxilados en

suelos y sedimentos.

%R* RSD nglf);_l néz-l %R* RSD n;I;-l néz-l
MeP 83.2 53 0.33 1.12 88.0 3.2 0.27 0.89
EtP 86.8 5.2 0.21 0.69 85.5 4.1 0.20 0.65
iPrP 85.5 2.9 0.16 0.53 87.5 2.4 0.24 0.81
PrP 84.5 2.5 0.17 0.54 87.4 2.2 0.23 0.77
iBuP 82 34 0.27 0.89 87.2 3.7 0.24 0.79
BuP 86.4 7.2 0.30 1.02 85.6 2.5 0.16 0.53
BzP 80.2 2.4 0.29 0.95 88.1 3.2 0.18 0.61

* niveles de enriquecimiento: 0.5 ng g de cada uno de los analitos en estudio.
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Este método se intent6 emplear también para la determinacién de parabenos en
lodos, pero los resultados obtenidos no fueron tan satisfactorios como en el caso de
suelos y sedimentos. Como se observa en la figura 32, aunque el MIP mejora la
limpieza de los extractos, la selectividad no resulta suficiente para determinar los

compuestos bajo estudio en este tipo de muestras.
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0 2 4 6 8 10 12 14 16

Tiempo / min

Figura 32. Lodos para uso agricola A. Lodo enriquecido con 15 ng g de MeP, EtP,
iPrP, PrP, iBuP, BuP y BzP sin purificar con MISPE. B. Lodo enriquecido con 15 ng g!
de MeP, EtP, iPrP, PrP, iBuP, BuP y BzP purificando con MISPE C. Patron 300 ng ml”!

(15 ng g'l).
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IV. DISCUSION INTEGRADORA

En la ultima década los denominados contaminantes emergentes se han
convertido en uno de los objetivos de estudio prioritarios de la Organizacion Mundial de
la Salud (OMS) y la Agencia de Proteccion Medioambiental (EPA). Por ello, el trabajo
de investigacion se enfoco hacia el desarrollo de métodos analiticos para la
determinacion conjunta por una parte de los nonilfenoles, incluyendo a la mezcla de
isomeros (NP), el nonilfenol lineal (4-n-NP), los nonilfenoles etoxilados de cadena corta
(NPEO,.,) y los nonilfenoles etoxilados de cadena larga (NPEOy x~9) y por otro lado la
familia de los parabenos, metilparabeno (MeP), etilparabeno (EtP), isopropilparabeno
(iPrP), propilparabeno (PrP), isobutilparabeno (iBuP), butilparabeno (BuP) vy
benzilparabeno (BzP), en muestras medioambientales tales como suelo, sedimentos,

lodos y aguas residuales.

A continuacion se van a discutir los distintos métodos desarrollados para ambas

familias de compuestos.

1. DESARROLLO DE METODOS ANALITICOS PARA LA DETERMINACION
DE NONILFENOL Y SUS DERIVADOS ETOXILADOS EN MUESTRAS DE
INTERES MEDIOAMBIENTAL.

Los nonilfenoles polietoxilados son compuestos mundialmente utilizados como
surfactantes en detergentes, y los nonilfenoles, tanto la mezcla de isomeros como el
nonilfenol lineal se utilizan como materia prima para su fabricacion, asi como en la
industria textil y plastica. Como se ha visto previamente, en el medio ambiente es
posible encontrar altas concentraciones de nonilfenol y de sus derivados etoxilados de
cadena corta, los cuales presentan una alta toxicidad al presentar actividad como
alteradores endocrinos. La legislacion actual a nivel europeo versa inicamente sobre los
usos y comercializacién de estos compuestos, pero apenas desarrolla cuestiones
medioambientales, a excepcion de Dinamarca y Suiza que si presentan legislacion al
respecto. Esta falta de legislacion provoca que en las plantas de tratamiento de aguas las
concentraciones encontradas de estos compuestos sean muy altas tanto en los efluentes
como en los lodos, y ambos se utilizan habitualmente en agricultura provocando asi la

llegada de estos contaminantes al medio ambiente.
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Los compuestos mas toxicos son los nonilfenoles y sus derivados etoxilados de
cadena corta. Sin embargo, la determinacion de los derivados etoxilados de cadena larga
es también de interés, ya que como se ha visto, estos compuestos se degradan

facilmente al nonilfenol y los derivados de cadena corta.

1. 1. Capitulo I.

Existe gran variedad de métodos para la determinacion del nonilfenol, y sus
derivados etoxilados por separado en distintas muestras medioambientales. Sin
embargo, hasta la fecha de realizacion de este trabajo, no habia ningln articulo en el que
determinaran de manera conjunta. Por ello, el objetivo de este primer trabajo fue
desarrollar un método multiresiduo de determinacion de nonilfenoles polietoxilados de
cadena larga (NPEOx 3< x <13), nonilfenoles polietoxilados de cadena corta (NPEO, y
NPEO,) y nonilfenol lineal (4-n-NP) en un unico analisis utilizando técnicas asequibles

y disponibles en cualquier laboratorio de rutina.

La separacion y determinacion final de los compuestos se realizd mediante
HPLC con un detector de fluorescencia a Aex: 222 nm y Aem: 305 nm. Al tratarse de
compuestos aromadticos la fluorescencia presenta una selectividad mayor que la
absorcion ultavioleta. Inicialmente se optd por trabajar con una columna Cig y se
probaron distintos gradientes y disolventes orgénicos de mayor o menor polaridad y
poder de elucion (tetrahidrofurano, acetonitrilo o metanol), a fin de conseguir la
separacion de los derivados etoxilados de cadena larga. Tras analizar los resultados
obtenidos se pudo concluir que a medida que aumentaba el nimero de grupos etoxi, las
diferencias de polaridad entre los compuestos disminuian, siendo imposible la

separacion de los derivados etoxilados de cadena larga empleando una columna Cis.

En un trabajo llevado a cabo por Shao y col. (2002), se empled con éxito una
columna de silice para la separacion de los derivados etoxilados de cadena larga. Por
ello, y dados los resultados obtenidos en fase inversa con una columna C;g, se estudio la
posibilidad de llevar a cabo la separacion mediante HPLC en fase normal. Con este tipo
de columna y una fase moévil AcN/H,0 (80/20), se consiguid la separacion de los
derivados etoxilados de cadena larga hasta linea base, sin embargo el 4-n-NP y el

NPEO, y NPEO, co-eluian. Se realizaron distintas pruebas aumentando el contenido de
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acetonitrilo de las condiciones iniciales, hasta un 100%, con el fin de intentar la
separacion de los compuestos mas toxicos (4-n-NP, NPEO; y NPEQO,). En ninguna de

las condiciones estudiadas caso se pudo evitar la co-elucion de estos compuestos.

La tercera alternativa evaluada fue el empleo de una columna Cs, que si bien
supone también trabajar en fase inversa, la polaridad de la Cg resulta intermedia entre
Cig y la columna de silice. Al igual que en los casos anteriores se probaron distintas
mezclas de agua con disolventes organicos, asi como los modos de trabajo isocratico y
con gradiente. Los mejores resultados se obtuvieron trabajando en modo isocratico con
una mezcla AcN/H,0 (60/40). Con el empleo de esta columna en estas condiciones, si
bien se sacrificaba la resolucion a linea base de los NPEOy de cadena larga, se consiguio
no solo la separacion e identificacion de los tres alteradores endocrinos (NP, NPEO; y
NPEQ,), sino también asignar los diferentes picos cromatograficos a los NPEOy de
cadena larga entre x: 3 a 13, en menos de 25 min de andlisis. Por ello se seleccion6 este

método como Optimo para la separacion y determinacion final de estos compuestos.

Como técnica de extraccion se utilizo la extraccion asistida por ultrasonidos en
pequefias columnas, llevandose a cabo la optimizacion de varios parametros influyentes
en la extraccion. Una de las variables criticas en esta etapa resulto ser el empleo de agua
tanto a efectos de mojado previo de la muestra como su presencia en la disolucion
extractante. Se sabe que, en algunos casos, la presencia de agua favorece la extraccion
de ciertos analitos, especialmente si €stos muestran un caracter mixto hidrofilico-
hidrofobico. Se pudo comprobar que el mojado de la muestra, 0.5 ml de agua por gramo
de muestra, antes de la extraccion asistida por ultrasonidos con metanol, tenia efectos
positivos en el rendimiento de la extraccion de los NPEOy, sin afectar en exceso al resto
de los compuestos. Viendo como la presencia de agua favorecia la extraccion de los
compuestos mas polares, se realizd un estudio exhaustivo del empleo de distintos
porcentajes de agua en la mezcla de extraccion con el metanol, de manera que se
obtuvieran buenas recuperaciones para todos los compuestos en estudio. El empleo de
una mezcla MeOH/H,0 (70/30), incrementd casi al doble las recuperaciones de los
derivados etoxilados de cadena larga, sin afectar a las recuperaciones del resto de los
compuestos que ya eran cuantitativas. A continuacion, se estudion el efecto del
volumen, la temperatura, los ciclos de extraccion y la cantidad de muestra, y se

establecié como proceso de extraccion definitivo, dos ciclos consecutivos de extraccion
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en bafio de ultrasonidos utilizando un volumen de 5 ml de una mezcla MeOH/H,0
(70/30) a 45 °C sobre 2 g de muestra. Las recuperaciones finalmente obtenidas fueron

cuantitativas para todos los compuestos en las distintas muestras.

Posteriormente, y debido a la aparicion de numerosos picos interferentes en los
cromatogramas obtenidos mediante HPLC-FL se realizd un proceso de limpieza
utilizando la extraccidon en fase sélida con C;g. Este proceso también fue optimizado
para obtener recuperaciones cuantitativas después de las etapas de extraccion y

limpieza.

El método completo se aplicod con ¢éxito a la determinaciéon de nonilfenoles
polietoxilados de cadena larga (NPEOy 3< x <13), nonilfenoles polietoxilados de cadena
corta (NPEO; y NPEQO;) y nonilfenol lineal (4-n-NP) en suelos y sedimentos, las
recuperaciones obtenidas para todos los compuestos fueron cuantitativas (R > 80%) y
muy reproducibles (RSD < 14%). Los limites de deteccion y cuantificacion se situaron
entre 0.05-0.52 y 0.17-1.72 pg g, respectivamente, dependiendo del compuesto y el
tipo de muestra, e inferiores a las concentraciones encontradas de estos compuestos en
dichas matrices. Estas buenas caracteristicas analiticas demostraron claramente la
viabilidad del método desarrollado para el control de esta familia de compuestos en

suelos y sedimentos.

Este mismo método se intentd aplicar a muestras de lodos y compost, pero en
ellas las recuperaciones obtenidas eran muy bajas, inferiores al 40%. Sin embargo, y
dado que las RSD eran inferiores a 20%, el método se propuso como método de

screening para estas muestras.

1. 2. Capitulo II.

Debido a los problemas encontrados en el trabajo anterior, el segundo trabajo de
esta memoria se enfocd a la elaboracion de un nuevo método analitico apropiado para la
determinacion de 4-n-NP, NP, NPEO,, NPEO, y NPEOy 3< x <13 en lodos. Los lodos
son matrices que presentan un alto contenido en materia orgénica, y distintos estudios

muestran que la interaccion de los nonilfenoles con dicha matriz es muy fuerte (Kd muy
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elevadas), por lo que es necesario emplear técnicas de extraccion muy energéticas para

su aislamiento.

Siguiendo un trabajo realizado por Foukulakis y col. en 2002, se utilizo la
extraccion asistida por microondas para la extraccion de los compuestos bajo estudio.
Al igual que el ultrasonidos, este tipo de extraccion no es selectiva, por lo que ademas
de los compuestos de interés también se extraen muchos otros compuestos que resultan
interferentes a la hora de la separacion y determinacion final con las técnicas existentes
en laboratorios de andlisis de rutina, como HPLC-FL utilizado en este trabajo. Con el
fin de eliminar dichas interferencias, la investigacion se orientd hacia el desarrollo de un
método de limpieza selectivo para nonilfenoles basado en el reconocimiento molecular,
se decidio emplear los polimeros de impresion molecular (MIPs) dadas las buenas
caracteristicas que han demostrado tener estos materiales en analisis ambiental (Caro y

col., 2006).

Se sintetizaron una serie de polimeros de impresion molecular utilizando como
técnica la polimerizacion por precipitacion y utilizando para todos ellos como
compuesto plantilla el 4-n-NP. La polimerizacioén por precipitacion se realiza bajo altas
condiciones de dilucion (< 5% w/v monomero/porogen) y por lo general se obtienen
particulas esféricas de diametro aproximado de 1 um. Para obtener particulas de mayor
tamafio es necesario ajustar los pardmetros de solubilidad del entrecruzante con el de los
disolventes. Asi, por ejemplo, utilizando como porogen AcN/Tol 75/25 vy
divinilbenceno como entrecruzante (parametros de solubilidad del acetonitrilo, tolueno
y divinilbenceno de 24.6, 18.6 y 17-18 Mpa respectivamente) se han llegado a obtener
particulas con diametros de 5 pum (Wang y col., 2003). La utilizaciéon de un porogen
distinto puede provocar la no formaciéon de particulas o dar lugar a aglomerados de

particulas.

Teniendo en cuenta todos estos factores se prepararon los distintos polimeros, en
los que, como se ha comentado anteriormente, se utilizé el 4-n-NP como compuesto
plantilla y como monoémeros el MAA y la 4-VP, ambos con capacidad de interaccionar
con la plantilla por puentes de hidrogeno. Como porogen, en principio se utilizd una

mezcla de acetonitrilo/tolueno (75/25, v/v). Una vez obtenidos los distintos polimeros,
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se situaron 200 mg de cada material en cartuchos de extraccion en fase solida para su

posterior evaluacion.

Los polimeros sintetizados empleando 4-VP como mondmeros, no dieron
buenos resultados ya que las interacciones no especificas fueron siempre comparables a
las especificas, por lo que las recuperaciones obtenidas tanto en el MIP como en el NIP
fueron muy similares en todas las condiciones de carga, lavado y elucidon estudiadas.
Por tanto, para estos polimeros no se pudo demostrar la presencia de sitios de union

especificos.

Por otra parte, las recuperaciones obtenidas con los polimeros preparados con
MAA como mondmero fueron muy bajas, independientemente de las condiciones de
carga y lavado utilizadas. Estos resultados pueden deberse a que las interacciones entre
el mondémero y el 4-n-NP no eran muy fuertes, pero no solo en la etapa de carga, sino
también durante la sintesis del polimero, en la que se utiliz6 como porogen una mezcla
acetonitrilo/tolueno (75/25, v/v). El acetonitrilo puede debilitar los enlaces por puentes
de hidrégeno entre el mondémero y molécula plantilla, lo que en el caso de los
compuestos en los que no estd muy favorecida la formacion de este tipo de
interacciones, como es el caso del 4-n-NP, puede ser un impedimento para la sintesis de
los MIPs. Por lo que considerando este punto, se decidid preparar un nuevo polimero
utilizando tolueno puro como porogen, para de esta manera aumentar las interacciones
plantilla:zmonémero. Sin embargo el tamafio de particula obtenido fue muy pequefio, por
lo que fue necesario preparar un nuevo polimero disminuyendo el volumen de porogen
(concentracion de MAA en tolueno (6.7% w/v)). El MIP asi obtenido fue evaluado para
su utilizacion en la extraccion en fase solida (MISPE) y se optimizaron las etapas de
carga, lavado y elucion. La presencia de sitios de unidon especificos quedd claramente
demostrada ya que se obtuvieron recuperaciones cuantitativas para el MIP e inferiores al

20 % para el NIP.

Finalmente, por tanto, el polimero elegido fue el preparado con acido metacrilico
(MAA) y un volumen de 6 ml de Tol (6.7 % w/v). Los resultados obtenidos fueron muy
satisfactorios no sélo para el compuesto plantilla (4-n-NP), si no también para la mezcla
de isémeros (NP) y los derivados etoxilados de cadena corta NPEO; y NPEO,. Los

nonilfenoles etoxilados de cadena larga no pudieron ser determinados en este trabajo
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debido fundamentalmente a dos factores. El primero de ellos fue que debido a la mayor
polaridad de estos compuestos, las interacciones no especificas eran muy importantes
no encontrandose diferencias entre el NIP y el MIP. Por otro lado, la influencia del
tamafio molecular en la retencion en los MIPs ya ha sido demostrada por varios autores
(Alvarez-Lorenzo y col., 2004), por lo que es posible que el mayor tamafio de estos

compuestos impidiera su llegada a los huecos especificos.

El proceso MISPE desarrollado se aplico a la extraccion selectiva del 4-n-NP,
NP, NPEO; y NPEO,, en muestras de lodos, con las que, como se ha visto
anteriormente, al utilizar técnicas de extraccidn convencionales, bien no se obtenian
extracciones cuantitativas debido a la complejidad de la matriz o bien se obtenian
extractos sucios dificiles de analizar. El uso de el proceso MISPE como etapa de
limpieza permite obtener extractos libres de otros compuestos extraidos durante la etapa
de extraccion y que resultan interferentes a la hora de determinar los compuestos en
estudio. El alto grado de limpieza obtenido con este proceso, permiti6 comprobar la
presencia de 4-n-NP, NP, NPEO, y NPEO, en muestras no enriquecidas, confirmandose
estos resultados mediante comparacion con los espectros de los patrones, con muestras
enriquecidas y finalmente mediante LC-MS/MS. Las recuperaciones para el MIP se
encontraron entre 60-105% y los limites de cuantificacion obtenidos mediante este
método (MAE-MISPE-HPLC-FL) se situaron entre 1.6 y 4.7 mg kg™ dependiendo del
compuesto y la muestra, un orden de magnitud inferior a los obtenidos para los

sedimentos en el trabajo anterior.

Se encontraron altas concentraciones de los analitos en estudio en todas las
muestras de lodos analizadas, procedentes todas ellas de plantas de tratamiento de aguas
residuales de la Comunidad de Madrid. También se analizaron muestras de sedimentos
de la Ria de Arousa y Pontevedra, y en este caso, al igual que en el trabajo anterior, no

se encontrd contaminacion por parte de estos compuestos.

1. 3. Capitulo III.

En este trabajo se optimizd un nuevo método para la determinacién de NP y sus

derivados etoxilados de cadena larga en aguas residuales basado en el empleo de la
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técnica de cromatografia electrocinética micelar (MEKC) para su separacion y

determinacion final.

Las técnicas de electroforesis capilar presentan una serie de ventajas con
respecto al HPLC, entre las que destacan una mayor resolucién y eficiencia de las
separaciones, asi como el menor consumo de disolventes organicos. Como en toda
separacion analitica se evaluaron y optimizaron los parametros mas influyentes con el
fin de obtener la mejor resolucion: las disoluciones reguladoras, el pH, los surfactantes
micelares, el tiempo de de inyeccion, modificadores organicos y la utilizacion de altas

concentraciones de sales como técnica de stacking.

La seleccion del surfactante resultd critica en este trabajo. Aunque el
dodecilsulfato sodico (SDS) es el surfactante mas cominmente utilizado en MEKC,
distintos estudios han mostrado que el colato sodico (SC) presenta una distinta
selectividad, por lo que en este trabajo se evaluaron ambos surfactantes. En la figura 33
se representa la estructura tanto del SDS como del SC. El SDS habia sido empleado con
éxito en la separacion de los derivados polietoxilados del octilfenol, sin embargo su
empleo para la separacion de los derivados polietoxilados del nonilfenol y el NP no dio
buenos resultados. Se emplearon distintas concentraciones del mismo y diferentes
electrolitos de fondo, pero en todos los casos se producia la coelucion de los
compuestos. Por ello, seguidamente se pas6 a estudiar el efecto del empleo de colato
sodico como surfactante. El SC es una sal biliar que presenta un esqueleto esteroico y
que forma agregados helicoidales cargados y con grupos hidroxilo en disoluciones
acuosas. La interaccion que se produce entre los analitos y estos agregados es distinta a
la que se puede producir en los surfactantes de cadena larga, debido al menor tamafo de
los agregados, el diferente grado de hidrofobicidad/hidrofilicidad y a la solubilizacién
de los compuestos. En el caso de los nonilfenoles, compuestos que presentan una baja
solubilidad en agua, se comprobd que el uso de SC a una concentraciéon de 50 mM
permitia la separacion no s6lo del NP de sus derivados etoxilados, si no que también se

conseguian separar los derivados etoxilados de cadena larga (NPEOy 3 <x < 15).
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A COONa

Figura 33. A. Estructura del colato de sodio (SC) y B. Estructura del
dodecilsulfato sodico (SDS)

Por otro lado, también es importante destacar la influencia de la adicion de NaCl
a la disolucién de muestra, tanto en la resolucién obtenida como en la sensibilidad
gracias al efecto stacking. En la figura 34 se representa un proceso de stacking por alta
salinidad de la muestra. Cuando la conductividad de la muestra es mayor que la de la
disolucion reguladora, la velocidad de las micelas en la disolucion reguladora es mayor
que en la zona de muestra. Este hecho provoca la concentracion de las micelas en la
interfase de ambas zonas, lo que a su vez conlleva la concentracion (stacking) de los

analitos de la muestra.
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Figura 34. Mecanismo del proceso de stacking por alta salinidad de la muestra

Finalmente, las condiciones Optimas se obtuvieron empleando 2-[N-
ciclohexilamino]etanosulfénico (CHES) (20mM, pH 9.1) en combinacién con 50 mM
de colato de sodio como surfactante en la disolucion reguladora, junto con tiempos de
inyeccion de 20 s y muestras preparadas en 50 mM NaCl. En estas condiciones se
consiguid la separacion de todos los compuestos hasta linea base, incluyendo a los 12
derivados etoxilados de cadena larga desde el trietoxilado hasta el que presenta 15
unidades de grupos etoxi en su estructura, lo cual, como se ha visto anteriormente, no se

habia logrado hasta el momento con esta técnica.

Por ultimo, el método fue aplicado a la determinacion del nonilfenol y sus
derivados etoxilados de cadena larga en aguas residuales procedentes de dos etapas
distintas del proceso de tratamiento de aguas de una planta situada en Helsinki
(Finlandia). Para ello se llevo a cabo una extraccion liquido-liquido utilizando como
disolvente tolueno, y obteniéndose recuperaciones entre el 80-104% para cada uno de

los compuestos. La presencia de NPEOy se observd en el agua procedente de la primera
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etapa del tratamiento en concentraciéon de 30 ng ml' confirmandose este resultado

posteriormente mediante LC-MS”.

Los limites de cuantificacion del método (LLE-MEKC-UV) se situaron en el
rango entre 12.7 y 30.8 ng ml’, valores que se encuentran de acuerdo a las
concentraciones normalmente encontradas en bibliografia para estos compuestos en las

muestras seleccionadas y que demuestran la validez del método desarrollado.

2. DESARROLLO DE METODOS PARA LA DETERMINACION DE
PARABENOS EN MUESTRAS DE INTERES MEDIOAMBIENTAL.

Como se ha comentado en la introduccidn, los parabenos son conservantes que
se utilizan especialmente en productos de cuidado personal, aunque también estan
presentes en formulaciones farmacéuticas y alimentos envasados. Actualmente se
encuentran en estudio sus posibles efectos toxicos, y ya hay datos que confirman la
presencia de estos compuestos en el medio ambiente. Es por ello que resulta necesario
su control y, por tanto, la disponibilidad de métodos para su determinacion en los

distintos compartimentos medioambientales.

Esta segunda parte del trabajo se enfocd hacia el desarrollo de métodos
analiticos para la determinacion de estos compuestos en muestras solidas
medioambientales (suelos y sedimentos), para las que hasta la fecha no existia ningiin

trabajo previo en la bibliografia.

2. 1. Capitulo IV.

En este trabajo, y dados los buenos resultados obtenidos para los nonilfenoles, la
extraccion de distintos miembros de la familia de los parabenos (MeP, EtP, iPrP, PrP,
BuP y BzP) en suelos y sedimentos se llevd a cabo mediante extraccion asistida por

ultrasonidos en pequefas columnas.

Inicialmente se selecciond como técnica de separacion y determinacion el
HPLC-DAD. Los compuestos en estudio presentaban distinta polaridad dependiendo de

la longitud de la cadena alquilica. La mayor dificultad se encontrd a la hora de separar
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los isémeros isopropilparabeno y el propilparabeno, asi como el butilparabeno y el
bencilparabeno ya que presentaban una polaridad muy similar. La optimizacion de esta
parte del trabajo se basé en diferentes métodos utilizados para el andlisis en cosméticos
(Borremans y col., 2003; Shen y col., 2007). Se optimizaron distintas variables con el
fin de obtener la mejor separacion y sensibilidad en el menor tiempo posible, entre ellas
la longitud de onda, el tipo de columna o la fase mévil. En cuanto a la longitud de onda,
se probaron 280 nm, 270 nm y 254 nm ya que habian sido utilizadas en otros trabajos
anteriores y se observo que la mayor sensibilidad se alcanzaba a 254 nm, por lo que fue

¢ésta la seleccionada para nuestro trabajo.

Se  probaron distintas columnas utilizando como fase movil
H,O/THF/MeOH/AcN 60/5/10/25. Los primeros ensayos se realizaron con columnas
Kromasil Cig y Atlantys C;3 empleando caudales en el rango entre 1-1.5 ml min!. Con
ambas columnas se obtuvieron buenas separaciones, pero el tiempo de analisis superaba
los 30 min y los picos obtenidos no estaban muy definidos. A continuacién se probd la
columna Zorbax Cg (5 pm, 150 x 4.6 mm) con la misma fase movil que las anteriores y
un caudal de 1.5 ml min™'. En estas condiciones se consigui6 la separacion de todos los
analitos en menos de 20 min, y ademas se obtuvo una mejor separacion del butil y

bencilparaben. Por lo que fue esta ultima columna la que se selecciono.

Por ultimo se analizaron diferentes fases moviles tanto en modo gradiente como
isocratico, y finalmente se seleccioné como 6ptimo el siguiente programa de elucion: (I)
60% H,0 (A), 25 % AcN (B) y 15 % MeOH (C) durante 10 min, (II) posteriormente se
incrementd la fase organica a 40% B y 30 % C en 10 min (III) volviendo a las
condiciones iniciales en 3 min. Este modo gradiente permitia la separacion de todos los

compuestos en menos de 18 min.

Una vez optimizada la separacion de los compuestos se procedid al desarrollo y
puesta a punto del proceso de extraccion. Se optimizaron diferentes parametros de la
extraccion asistida por ultrasonidos en pequefias columnas, al igual que en el capitulo I,
como fueron el disolvente a utilizar, el nimero de ciclos de extraccion y la cantidad de
muestra. Finalmente se fijaron como valores 6ptimos una cantidad de muestra de 15 g
de muestra y dos ciclos de 15 minutos utilizando como disolvente extractante 7 ml de

acetonitrilo. Las recuperaciones asi obtenidas fueron buenas, superiores en todos los
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casos al 88%. Las caracteristicas analiticas del método completo US-HPLC-DAD se
evaluaron con distintas muestras (suelos y sedimentos). Si bien las recuperaciones y las
RSDs obtenidas mediante este método fueron satisfactorias, los limites de deteccion no
fueron los apropiados fundamentalmente debido a la falta de selectividad del detector

(DAD).

Por ello, como primera alternativa se optd por el empleo de la cromatografia
liquida de alta resolucidon acoplada a un espectroémetro de masas con triple cuadrupolo
para la determinacion final de los compuestos, a fin de mejorar la sensibilidad y
selectividad de los analisis. En esta técnica, por lo general, para confirmar la presencia
de los analitos en estudio se emplean dos pardmetros como son el tiempo de retencion y
la abundancia relativa del 16n precursor y de los iones producto. En el caso del isopropil
y propilparabeno que son una pareja de isomeros que presentan el mismo precursor y
productos fue necesario optimizar ademas otros parametros como son la composicion de
la fase movil y el caudal, ya que el pardmetro determinante para su determinacion fue el
tiempo de retencion. El uso del electrospray como interfase impedia que se pudiesen
utilizar altos porcentajes de agua al disminuir la sensibilidad drasticamente lo que
complicaba bastante dicha optimizacion. Se probaron distintos gradientes con agua (A)
y metanol (B), utilizando como modificador formiato sdédico (5 mM), el cual aumentaba
la sensibilidad. Finalmente se seleccioné el siguiente gradiente: de 40 a 85% B en 10
min manteniéndolo constante 2 min y posteriormente reducir a 80% B en otros 2 min y

a 78% B en 1 min, todo ello a un flujo constante de 0.5 ml min™.

El método desarrollado se aplicd finalmente al analisis de suelos de distinta
procedencia y uso (forestales y agricolas) asi como de sedimentos procedentes tanto de
la Ria de Pontevedra como de la de Arousa. En la mayoria de ellos se encontraron al
menos uno de los compuestos estudiados aunque las concentraciones encontradas eran

de pocos ng g, entre los limites de cuantificacion (<0.49ng g') y 6.35ng g™

2. 2. Capitulo V.

Es sabido que el empleo de la espectroscopia de masas en tandem incrementa
notablemente el coste de los andlisis y la instrumentacion requerida no siempre se

encuentra disponible en los laboratorios de rutina. Por ello, y como continuacién del
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trabajo anterior, la investigacion se enfocod hacia el desarrollo de un método de
tratamiento de muestra apropiado para la determinacién de parabenos mediante
cromatografia liquida de alta resolucién con detector ultravioleta (HPLC-UV), que se
encuentra disponible en practicamente todos los laboratorios de rutina. Como se vio en
el trabajo anterior la determinacion de estos compuestos requiere alcanzar bajos limites
de deteccion, por lo que es necesario desarrollar un proceso de preparacion de muestra
muy selectivo. Por tanto, este ultimo trabajo se basé en el desarrollo de un
procedimiento MISPE que permitiera la determinacion de MeP, EtP, iPrP, PrP, iBuP,
BuP y BzP en muestras sdlidas de interés medioambiental mediante HPLC-UV,
utilizando la separacion optimizada en el capitulo anterior. En lo referente a Ia
extraccion, ésta se realizo utilizando un bafio de ultrasonidos con pequenas columnas en

las condiciones anteriormente optimizadas.

Para el desarrollo del procedimiento MISPE se sintetizaron diferentes polimeros,
utilizando distintos mondmeros y disolventes, pero en todos ellos se utilizd como
compuesto plantilla el bencilparabeno (BzP). En un primer momento se prepararon dos
polimeros con MAA (Pl) y 4-VP (P2) respectivamente, y una mezcla
acetonitrilo/tolueno (75/25) como disolvente. Una vez obtenidos los polimeros, se

depositaron 200 mg de cada uno en cartuchos de extraccion en fase solida.

Para la evaluacion de los polimeros, se comenzd realizando cargas del
bencilparabeno utilizando como disolvente la mezcla acetonitrilo/tolueno (75/25). Sin
embargo, y a pesar de ser este el disolvente empleado en la preparacion del polimero, el
compuesto plantilla apenas se retuvo en ninguno de los casos (P1 y P2). En cambio, con
la utilizacion de tolueno como disolvente de carga la retencion fue cuantitativa en
ambos polimeros (superior al 80%), pero en este caso el problema residia en que las
interacciones no especificas también eran muy altas. Para solucionar este problema se
evaluaron distintos lavados con distintos disolventes y mezcla de ellos (acetonitrilo,
tolueno y metanol) y se pudieron confirmar pequefias diferencias entre los MIPs y NIPs,

pero eran insuficientes como para ser empleados en un proceso de extraccion MISPE.

A continuacion se prepararon otros dos polimeros utilizando igual que en el caso
anterior 4-VP (P3) y MAA (P4) como mondémeros, pero tolueno como porogen. Ambos

polimeros se evaluaron de manera andloga a la anterior. El comportamiento del
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polimero 3 fue muy similar al de P1 y P2, sin embargo, el polimero 4 dio muy buenos
resultados, ya que se observaban claras diferencias en las retenciones obtenidas en el
MIP y el NIP, lo que demostraba la existencia de huecos especificos en el MIP. Este
polimero, por tanto, fue seleccionado como Optimo, y se llevd a cabo la optimizacion
del proceso MISPE empleando este material. Se optimizaron las etapas de carga (1 ml
de tolueno), lavado (1 x 1 ml de tolueno y 1 x 1 ml tolueno/acetonitrilo (90/10)) y
elucion (1 x 1 ml acetonitrilo, 1 x 1 ml de metanol y 5 x 1 ml metanol con 2.5 % de

acido acético).

Con este polimero se obtuvieron muy buenos resultados, no s6lo con el BzP
(compuesto plantilla), si no también para el resto de los compuestos de la familia. Las
recuperaciones fueron superiores al 80% para todos los parabenos y muestras
estudiadas, y la capacidad del polimero fue suficiente para llevar a cabo los anélisis a las
concentraciones en las que se encuentran estos compuestos en muestras
medioambientales. Los limites de cuantificacion obtenidos con este nuevo método (US-
MISPE-HPLC-UV) fueron del orden de 1 ng g, un orden de magnitud inferiores a los
obtenidos en el trabajo anterior (US-HPLC-UV) donde no se empleaba el procedimiento
MISPE y comparables a los obtenidos utilizando US-HPLC-MS/MS, lo que demostraba

la gran eficiencia de este procedimiento.

Se analizaron suelos y sedimentos de distinta procedencia y los resultados
obtenidos fueron similares a los obtenidos en el trabajo anterior, aunque hay que
destacar las concentraciones de MeP encontradas en sedimentos marinos de una playa
del Levante espafiol, superiores a 12 ng g'l, posiblemente debido a la presencia de este

compuesto en la mayoria de las cremas solares.

Todas las muestras estudiadas se analizaron posteriormente mediante LC-
MS/MS, utilizando el método descrito en el capitulo anterior, confirmando los
resultados obtenidos mediante HPLC-UV y comprobando asi la gran selectividad del
MIP para la extraccion de parabenos en suelos y sedimentos. Por tanto, se puede
considerar el método desarrollado en este trabajo, US-MISPE-HPLC-UV, como una
clara alternativa de bajo coste al LC-MS/MS para la monitorizacion de los parabenos en

muestras solidas de interés medioambiental.
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V. CONCLUSIONES

A lo largo de la investigacion recogida en esta memoria, se ha cubierto
satisfactoriamente el objetivo principal de la misma: desarrollar métodos analiticos de
elevada sensibilidad que permitan la determinacion de nonilfenoles y parabenos en
muestras de interés medioambiental de una forma rapida, sencilla y econémica, siendo
por tanto de facil aplicacion en cualquier laboratorio de analisis. Para ello, se han puesto
a punto, validado, y aplicado a muestras reales distintos métodos analiticos basados en
el empleo de la extraccion asistida por ultrasonidos y polimeros de impresion molecular,
asi como en la utilizacion de la cromatografia liquida y cromatografia electrocinética
micelar. Las conclusiones més relevantes de los trabajos realizados se resumen a

continuacion.

Capitulo I. Determinacion de nonilfenoles y nonilfenoles etoxilados en muestras
solidas de interés medioambiental mediante extraccion asistida por ultrasonidos y

HPLC-FL.

e Se ha conseguido desarrollar un método para la determinacion de nonilfenoles
polietoxilados de cadena larga (NPEOx 3< x <13), nonilfenoles polietoxilados
de cadena corta (NPEO; y NPEO;) y nonilfenol lineal (4-n-NP) en un tnico
analisis utilizando técnicas asequibles y disponibles en cualquier laboratorio de
rutina. Este método combina un proceso de extraccion asistida por ultrasonidos
en pequefias columnas seguido de limpieza y preconcentracion por SPE, y

determinacion final por cromatografia liquida de alta resolucion en fase inversa.

e En lo relativo a la separacion cromatografica, se concluye que a medida que
aumenta el nimero de grupos etoxi en la estructura de los NPEOx, las
diferencias de polaridad entre ellos disminuyen, lo que dificulta especialmente

su separacion por HPLC.

e De las diversas columnas cromatograficas estudiadas, la Cg fue la que
proporcion6 finalmente los mejores resultados, permitiendo no so6lo la
separacion del 4-n-NP y los alteradores endocrinos NPEO,; y NPEO, sino

también la identificacion de los NPEOy de cadena larga.
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En relacion a la etapa extraccion, se ha demostrado que el empleo de agua en la
mezcla extractante tiene efectos muy positivos en la eficiencia de la extraccion y
permite obtener recuperaciones cuantitativas para todos los analitos bajo estudio,
empleando unicamente 2 g de muestra y un volumen total de disolvente

extractante de 10 ml .

El empleo de cartuchos de C;g en formato de extraccion en fase sélida permite
realizar una limpieza de extractos adecuada para el andlisis de estos compuestos

en suelos y sedimentos.

Se han determinado las caracteristicas analiticas del método propuesto y su
aplicabilidad para el analisis de rutina tanto del 4-n-NP como de los NPEOy en

suelos y sedimentos ha sido claramente demostrada.

En cuanto a su aplicabilidad al anélisis de muestras de lodos y compost, el
método propuesto resulta muy adecuado como procedimiento de screening para

detectar la presencia de esta familia de compuestos en dichas muestras.

Capitulo II. Polimero de impresion molecular para la extraccion selectiva del

nonilfenol y sus derivados etoxilados en muestras solidas medioambientales.

Se ha desarrollado un método de preconcentracion y limpieza selectiva de
nonilfenoles y sus derivados etoxilados en extractos de muestras complejas
mediante el empleo de polimeros de impresion molecular sintetizados para el 4-

n-NP como compuesto plantilla

El uso de 4-VP como mondmero no resulta adecuado para la sintesis de MIPs
para el nonilfenol, ya que las interacciones no especificas presentes en estos
polimeros imposibilitan la comprobacion de la presencia de sitios de unidon

especificos en la red polimérica.
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El empleo de MAA como mondmero en concentracion de 6.2% m/v con tolueno
como “porogen” permite obtener polimeros de impresion molecular con sitios de
union selectivos que permiten la extraccion no sélo del compuesto plantilla (4-n-
NP) sino también del NP, NPEO; y NPEO, en extractos de lodos y sedimentos.
Para los nonilfenoles polietoxilados de cadena larga, sin embargo, no se pudo

demostrar reconocimiento especifico.

La combinacion de la técnica extraccion asistida por microondas junto con la
extraccion en fase solida sobre polimeros de impresion molecular (MISPE)
como etapa de limpieza hace posible superar los problemas encontrados en el
trabajo anterior, permitiendo la determinacién de 4-n-NP, NP, NPEO; y NPEO,
en muestras de lodos y sedimentos mediante HPLC-FL. En el caso de los
sedimentos, la mejora en los limites de cuantificacion llega a ser de un orden de

magnitud.

Se analizaron varias muestras de lodos procedentes de distintas plantas de
tratamiento de aguas de la Comunidad de Madrid, detectandose y
cuantificaindose en todas ellas distintas concentraciones de los analitos en
estudio. Todos los resultados obtenidos se pudieron confirmar mediante LC-
MS/MS, demostrando la gran selectividad del MIP y la validez del método
desarrollado (MAE-MISPE-HPLC-FL) como clara alternativa y de menor coste

para el control de estos contaminantes en muestras de lodos.

Capitulo III. Determinacion de nonilfenoles y sus derivados etoxilados de cadena

larga mediante cromatografia electrocinética micelar (MEKC).

Se ha demostrado la gran efectividad de la técnica MEKC como alternativa a la
técnica HPLC para el analisis de los nonilfenoles polietoxilados de cadena larga
y el NP, permitiendo llevar a cabo la separaciéon a linea base de estos

compuestos y su determinacion en un tiempo inferior a 10 minutos.
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e El empleo de colato de sodio (SC) como surfactante resulta mucho mas
adecuado para la separacion de los nonilfenoles y sus derivados por MEKC que
el SDS, a pesar de ser éste ultimo es el surfactante mas utilizado. El empleo de
SC a una concentracion 50 mM en 2-[N-ciclohexilamino] etanosulfonico
(CHES) a pH 9.1 permite la resolucion a linea base de todos los compuestos, lo

que no se consiguid con SDS en ninguna de las condiciones estudiadas.

e Se ha demostrado que la técnica de concentracion por alta salinidad de la
muestra (high salt stacking) permite aumentar diez veces los tiempos de
inyeccion, incrementando por tanto notablemente la sensibilidad de la MEKC

para los analitos seleccionados.

e La combinacién de la extraccion liquido-liquido de estos compuestos con su
separacion-determinacion final por MEKC-DAD permite el analisis del NP y
sus derivados etoxilados en aguas residuales procedentes de depuradora a los
niveles de concentracion reales en los que aparecen estos compuestos en dichas

muestras.

e Se analizaron muestras de aguas procedentes de distintas etapas del tratamiento
encontrandose concentraciones de 30.1 ng ml' de NPEO, en las muestras

procedentes de la primera etapa.

e Todos los resultados obtenidos pudieron ser posteriormente confirmados con
éxito mediante LC-MS?, demostrando la viabilidad del método desarrollado para
el control de la concentracion de estos compuestos en los efluentes de plantas de

tratamiento de aguas residuales.

Capitulo IV. Determinacion de parabenos en muestras sélidas de interés

medioambiental mediante extraccion asistida por ultrasonidos y LC-MS/MS.

e Se ha llevado a cabo una exhaustiva optimizacion de variables para conseguir la

separacion analitica de los distintos parabenos mas utilizados actualmente
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mediante cromatografia liquida en fase inversa. La separacion de los isdmeros
isopropilparabeno y propilparabeno, asi como la del bencilparabeno y
butilparabeno presenta una gran dificultad, y requiere el uso de una fase movil
ternaria (H,O/AcN/MeOH) y elucioén en gradiente empleando una columna de

Cs.

e Se ha demostrado que la extraccion asistida por ultrasonidos en pequeias
columnas puede ser también empleada como etapa de extraccion en el analisis
de parabenos en muestras de suelo y sedimentos, pudiéndose obtener
recuperaciones cuantitativas para todos lo compuestos tras llevar a cabo la

optimizacion de variables de manera similar a la realizada en el capitulo 1.

e Las caracteristicas analiticas del método empleando el DAD como detector no
resultaron satisfactorias, ya que, debido a la falta de selectividad de la deteccion
ultravioleta, los limites de deteccion obtenidos estuvieron por encima de los
niveles de concentracion en los que se encuentran estos compuestos en suelos y

sedimentos habitualmente (ng g™).

e El empleo del espectrometro de masas como detector permitid incrementar
notablemente la selectividad y sensibilidad del método propuesto, disminuyendo
considerablemente los limites de deteccion hasta alcanzar valores entre 0.05-
0.12 ng g para los suelos y entre 0.04-0.14 y 0.11-0.49 ng g para los

sedimentos dependiendo del compuesto.

e Se analizaron diversas muestras de suelos y sedimentos de distinta procedencia,
encontrandose en todas ellas residuos de al menos uno de los compuestos
analizados. Las concentraciones mayores correspondieron al MeP y PrP, los

parabenos mas ampliamente utilizados en la actualidad.
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Capitulo V. Polimero de impresion molecular para la extraccion selectiva de
parabenos en muestras solidas medioambientales y posterior determinacion con

HPLC-UV.

e Se ha llevado a cabo el desarrollo de un procedimiento de limpieza de
muestra eficaz basado en el empleo de polimeros de impresion molecular,
que permite realizar el andlisis de parabenos en suelos y sedimentos por
HPLC con deteccion ultravioleta, como alternativa de bajo coste al método

utilizado en el capitulo anterior.

e Los resultados obtenidos en la optimizacion de la sintesis de los MIPs y
desarrollo del proceso MISPE fueron muy similares a los obtenidos en el
capitulo II, siendo el polimero obtenido empleando MAA como mondmero
y tolueno como porogen el que mostrdé mejores caracteristicas en el

reconocimiento selectivo posterior del analito plantilla (BzP).

e La seleccion del parabeno de mayor tamafio (BzP) como analito plantilla da
lugar a un polimero con capacidad de reconocimiento selectivo para todos
los parabenos estudiados, permitiendo el desarrollo de un proceso MISPE

selectivo para esta familia de compuestos.

e La combinacion del método de extraccion asistida por ultrasonidos
desarrollado en el capitulo IV con el empleo de la MISPE como técnica de
limpieza, permite el uso de UV como detector en la determinacion de MeP,
EtP, iPrP, PrP, iBuP, BuP y BzP mediante HPLC, con limites de
cuantificacion un orden de magnitud inferior a los obtenidos sin realizar la

limpieza, y similares a los alcanzados mediante LC-MS/MS.

e Se analizaron distintos tipos de suelos y sedimentos mediante el nuevo
método propuesto, encontrandose en todos ellos alguno de los parabenos
bajo estudio, y siendo mas alta la concentraciéon de MeP en los sedimentos
marinos, posiblemente debido a extendido uso de este compuesto como

conservante en cremas solares.
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VI. ACRONIMOS.
AcN: Acetonitrilo.
ADN: Acido desoxirribonucleico
AIBN: 2,2 -azobisobutironitrilo.
AIMN: 2,2 -azobis-2-metilbutironitrilo
APEO: Aquil fenol etoxilado.
AR: Receptor de androgeno.
ASTM: American Society Testing Method.
ATP: Trifosfato de adenosina.
BSTFA: N, O-bis-(trimetilsilil) trifluoroacetamida
BuP: Butilparabeno.
BzP: Bencilparabeno.
CAPs: Acido 3-(ciclohexilamino)propanosulfénico.
CAR: Carboxen.
CEC: Electrocromatografia capilar.
CFR: Codigo federal de regulacion.
CHES: Acido 2-[N- ciclohexilamino]etanosulfonico.
CIP: Ciproxacina.
DAD: Diodo Array.
DBT: Dibutil ftalato.
DCM: Diclorometano.
DDT: Dicloro-difenil-tricloroetano.
DES: Dietilbestrol.
DMF: N,N- dimetilformaldehido.
DVB: Divenil benceno.
EDTA: Acido etilendiaminotetraacético.
EDMA: Etilenglicol dimetacrilato.
ELISA: Inmunoensayo enzimatico (Enzime Linked Inmunosorbent Assay).
EPA: Agencias de proteccion medioambiental.
ER: Receptor de estrogeno.
EtP: Etilparabeno.
FDA: Administracion de Alimentos y Farmacos (Food and Drug Administration).
FL: Detector de fluorescencia.

GC: Cromatografia de gases.
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GCB: Carbono grafitado.

HPLC: Cromatografia liquida de alta eficacia.

iBuP: Isobutilparabeno.

iPrP: Isopropilparabeno.

LC: Limite de cuantificacion.

LCs¢: Concentracion letal para el 50% de las poblacion ensayada.

LD: Limite de deteccion.

LLE: Extraccion liquido-liquido (Liquid-Liquid Extraction).

LOEC: Minima concentracion en la que se observan efectos.

LVSS: concentracion de muestra en gran volumen (Large-Volume Sample Stacking).
MAA: Acido metacrilico.

MAE: Extraccion asistida por microondas (Microwave Assisted Extraction)
MCEF-7: Células tumorales.

MEKC: Cromatografia electrocinética micelar.

MeOH: Metanol

MeP: Metilparabeno

MIP: Polimero imprintado (Molecularly Imprinted Polymer)

MISPE: Extraccion en fase so6lida sobre polimeros de impresion molecular
(Molecularly Imprinted Solid Phase Extraction).

MS: Espectrémetro de masas.

MSPD: Dispersion de la matriz en fase s6lida (Matrix Solid-Phase Dispersion)
MTBE: Metil-terc-butil-eter.

MTBSTFA: N-metil-N-(tercbutildimetilsilil)trifluoracetamida.

MSTFA: N-Metiltrimetilsililtrifluoroacetamida.

NACE: Electroforesis capilar no acuosa

NIP: polimero no imprintado.

NOEC: Concentracion sin efectos observados.

NOR: Nortiptilina

NP-LC: Cromatografia de liquidos en fase normal.

NP: Nonilfenol (mezcla de isdbmeros de cadena y posicion).

NPEOj: Nonilfenol monoetoxilado

NPEO,: Nonilfenol dietoxilado

NPEOx: Nonilfenol polietoxilado.

OMS: Organizacion Mundial de la Salud.
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PA: Poliacrilato.

PBB: Bifenilos Polibromados.

PBDEs: Eteres de polibromodifenilos.

PCB: Policlorobifenilos.

PDMS: polidimetilsiloxano.

PFPA: Acido pentafluoropropionico.

PLE: Extraccion con disolventes a alta presion (Pressurized Liquid Extraction).

POPs: Contaminantes organicos persistentes (Persistent Organic Pollutants)

PrP: Propilparabeno.

PUF: Espuma de poliuretano.

PVC: Cloruro de polivinilo.

REACH: Resgistration, Evaluation, Authorisation and Restriction of Chemical
Substances.

RSD: Desviacion estandar relativa.

SAX: Intercambiador anionico (Strong anion)

SC: Colato de sodio (Sodiun Colate).

SCCP: Comité cientifico en materia de productos de consumo (Scientific Comité on
Consumer Products).

SCX: Intercambiador cationico (Cation Exchanger).

SDS: Dodecil sulfato de sodio (Sodium Dodecil Sulfate).

SFE: Extraccion con fluidos supercriticos (Supercritical Fluid Extracction).
SPE: Extraccion en fase solida (Solid Phase Extraction).

SPME: Microextraccion en fase sélida (Solid Phase Microextraction).
SULTS: Sulfotransferasa.

THF: Tetrahidrofurano.

TMCS: trimetilcloro silano.

TMIS: Yoduro de trimetilsilano.

TNPP: Trisnonilfenol fosfito.

TNT: Trinitrotolueno.

Tol: Tolueno.

TRIM: Trimetilolpropano trimetacrilato.

Tris: Tris(hidroximetil)Jaminometano.

UE: Union Europea.

UHPLC: Cromatografia liquida rapida de alta resolucion.



Acréonimos

US: Ultrasonidos.

USEPA: Agencia de Proteccion medioambiental de Estados Unidos.
UV: Detector ultravioleta.

4-n-NP: Nonilfenol lineal.

4-VP: 4- vinilpiridina.
B-CD: Ciclodextrina formada por 7 unidades de glucosa.
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