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Resumen 3

En el desarrollo de un método analitico, una de las etapas mas complejas es la
preparacion de la muestra. Por ello, una parte importante de la investigaciéon en Quimica
Analitica se focaliza en el desarrollo de nuevos procedimientos para simplificar el
tratamiento de la muestra. En este sentido, miniaturizacion y automatizacion son
tendencias clave en la mejora de diferentes aspectos practicos para la determinacion de
los compuestos de interés en la muestra utilizando métodos instrumentales. Asi, las
técnicas miniaturizadas de preparacion de muestra, en relacion con las técnicas clasicas,
se caracterizan por conseguir una notable disminucién en el consumo de muestra,
reactivos y disolventes organicos toxicos y, por tanto, generan volimenes minimos de
residuos, por lo que cumplen con los principios de la Quimica Analitica Verde. Ademas,
en la mayoria de estos procedimientos, se alcanzan altos grados de preconcentracion
para los compuestos de interés, lo que conduce a un aumento de la sensibilidad de la

instrumentacion usada en los laboratorios analiticos.

Las técnicas de microextraccion se pueden dividir en dos grandes grupos, las que
aislan los analitos en una fase soélida, microextraccion en fase solida (SPME), y las que
los extraen en una fase liquida, microextraccion en fase liquida (LPME). Las
investigaciones en esta Tesis Doctoral se han centrado en el desarrollo de
procedimientos basados en LPME, concretamente microextraccion dispersiva liquido-
liguido (DLLME), microextraccién liquido-liquido (LLME) y extraccién en punto de nube
(CPE). Se presentan diferentes modificaciones en la aplicacion basica de estas técnicas,
entre las que destacan el uso de surfactantes para mejorar la eficiencia en DLLME, la
extraccion de los analitos en un disolvente organico que es empleado como dispersante
en DLLME, la aplicaciébn de energia de la radiacibn de microondas para acelerar la
formacion del punto de nube en CPE y el uso de reactivos formadores de pares iénicos

para favorecer la extraccion en LLME.

Las técnicas cromatogréficas resultan muy adecuadas para el analisis de los
extractos obtenidos a través de las técnicas miniaturizadas de tratamiento de muestra,
ya que permiten la separacion de compuestos de estructuras moleculares muy similares,
gue no podrian ser diferenciados de otra forma. Tanto la cromatografia liquida (LC) como
la de gases (GC) han sido ampliamente aplicadas con este propésito, siendo
seleccionada una u otra en funcién de la naturaleza y las propiedades fisico-quimicas de
los analitos. En esta Tesis Doctoral, todos los métodos analiticos desarrollados implican
separaciones mediante LC, por resultar la mejor opcion para los compuestos organicos

estudiados.
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Por otra parte, las técnicas seleccionadas para la monitorizaciéon de los
compuestos separados por LC han sido la deteccion fluorimétrica (FLD) y espectrometria
de masas (MS), teniendo en cuenta las elevadas sensibilidad y selectividad
proporcionadas por estos sistemas de deteccion. La implicacion de reacciones quimicas
de derivatizacion para la obtencion de productos fluorescentes incrementa no solo la
sensibilidad, sino también la selectividad de los métodos propuestos, respecto de su
deteccion mediante espectrometria de absorcion molecular. La fuente de ionizacion por
electrospray (ESI) ha sido la interfase empleada para el acoplamiento de LC y MS. Se
trata de dos técnicas de partida incompatibles por su modo de operacion, ya que LC
trabaja en fase liquida y MS en condiciones de vacio. En esta Tesis se ha empleado MS
en tandem (MS/MS), mediante el uso de un triple cuadrupolo (QqQ) como analizador de
masas, que ha permitido la identificacion de los analitos sin posibilidad de duda, gracias

a los patrones de fragmentacién caracteristicos bajo las condiciones seleccionadas.

La presente Tesis Doctoral se centra en el analisis de muestras de muy diferente
naturaleza implicando problemas que en una u otra medida preocupan a la sociedad, ya
gue se aborda la deteccién de compuestos de interés en las industrias alimentaria y
farmacéutica, de contaminantes medioambientales y de biomarcadores en fluidos
bioldgicos. Asi, las muestras objeto de andlisis han sido alimentos vegetales, aguas y
suelos de distinta procedencia, asi como orina humana. Los compuestos determinados
han sido tres formas de la vitamina K (filoquinona, menaquinona y menadiona), herbicidas
(glifosato, glufosinato y acido aminometilfosfénico (AMPA)), inhibidores de la enzima
fosfodiesterasa-5 (sildenafil, tadalafil, vardenafil y N-desmetilsildenafil) y biomarcadores

(glioxal y metilglioxal).
La presentacién del trabajo desarrollado se ha estructurado en cinco capitulos:

Capitulo I. Determinacion de los biomarcadores glioxal y metilglioxal, previamente
derivatizados por reaccion con 2,3-diaminonaftaleno para formar las correspondientes a-
guinoxalinas, que son preconcentradas en 1-undecanol mediante DLLME asistida por el
surfactante Tritobn X-114. El analisis de los extractos obtenidos a partir de orina se lleva
a cabo mediante LC-FLD.

Capitulo Il. Determinacion de cuatro inhibidores de la fosfodiesterasa-5 en aguas
y orina humana. Los analitos son preconcentrados mediante DLLME y el extracto

enriquecido se analiza mediante LC-ESI-QqQ-MS/MS.

Capitulo lll. Aplicacion de CPE asistida por microondas, usando Tritdn X-114, para

la preconcentracion de tres formas de la vitamina K, previamente extraidos de las
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muestras vegetales mediante extraccion asistida por ultrasonidos. Se empled la
combinacion LC-ESI-QqQ-MS/MS para la medida instrumental.

Capitulo IV. Determinacion de glifosato y su metabolito AMPA en aguas y
vegetales mediante LC-FLD. Los herbicidas fueron derivatizados con cloroformiato de 9-
fluorenilmetilo y preconcentrados en metil isobutil cetona en forma de pares i6nicos
mediante LLME.

Capitulo V. Determinacion de glifosato, glufosinato y AMPA en aguas, vegetales
y suelos, empleando la metodologia de derivatizacién y preconcentracion desarrollada

en el capitulo IV y llevando a cabo el analisis mediante LC-ESI-QqQ-MS/MS.

Los cinco métodos de andlisis presentados en esta Memoria han sido validados

siguiendo las Guias Internacionales de validacion de métodos analiticos.
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One of the more difficult stages in the development of an analytical method is the
sample preparation. For this reason, an important part of the Analytical Chemistry
research is focused towards the simplification of this step. In this sense, miniaturization
and automation are key trends in the improvement of different practical aspects of the
suitability of analytes for their instrumental measurement. Thus, miniaturized techniques
of sample preparation, in relation to classical techniques, are characterized by achieving
a significant reduction in the consumption of sample, reagents and toxic organic solvents,
and, consequently, generating minimum volumes of waste, therefore comply with the
principles of Green Analytical Chemistry. Furthermore, most of these procedures achieve
high degrees of preconcentration for the compounds of interest, which leads to an

increase in the sensitivity of the instrumentation used in analytical laboratories.

Microextraction techniques can be divided into two large groups, those that isolate
analytes into a solid phase, solid-phase microextraction (SPME), and those that extract
them into a liquid phase, liquid-phase microextraction (LPME). Research in this PhD
Thesis has focused on the development of procedures based on LPME, specifically
dispersive liquid-liquid microextraction (DLLME), liquid-liquid microextraction (LLME) and
cloud point extraction (CPE). Different modifications are presented in the basic application
of these techniques, among which the use of surfactants to improve efficiency in DLLME,
the extraction of the analytes in an organic solvent that is used as a dispersant in DLLME,
the application of energy from microwave radiation to accelerate the formation of the cloud
point in CPE and the use of ion-pair forming reagents to favour extraction in LLME stand

out.

Chromatographic techniques are very suitable for the analysis of extracts obtained
through miniaturized sample treatment techniques, since they allow the separation of
compounds with very similar molecular structures, which could not be differentiated in any
other way. Both liquid chromatography (LC) and gas chromatography (GC) have been
widely applied for this purpose, one or the other being selected according to the nature
and physical-chemical properties of the analytes. In this Doctoral Thesis, all the analytical
methods developed involve LC separations, as they are the best option for the organic

compounds studied.

On the other hand, fluorimetric detection (FLD) and mass spectrometry (MS) have
been the techniques selected for the monitoring of compounds separated by LC, taking
into account the high sensitivity and selectivity provided by these detection systems. The

implication of chemical derivatisation reactions to obtain fluorescent products increases
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not only the sensitivity but also the selectivity of the proposed methods, with respect to
their detection by molecular absorption spectrometry. The electrospray ionization source
(ESI) has been the interface used for LC and MS coupling. These techniques are
incompatible due to their mode of operation, since LC works in liquid phase and MS in
vacuum conditions. In this Thesis, MS in tandem (MS/MS) has been used, by means of
the use of a triple quadrupole (QqQ) as mass analyzer, which has allowed the
identification of the analytes without possibility of doubt, thanks to the characteristic

fragmentation patterns under the selected conditions.

Research presented focuses on the analysis of samples of very different nature
involving problems that in one way or another concern society, since it deals with the
detection of compounds of interest in the food and pharmaceutical industries,
contaminants in different environmental compartments and biomarkers in biological fluids.
Thus, plants, water and soil from different sources, as well as human urine have been the
matrices under analysis. The compounds determined have been three forms of vitamin K
(phylloquinone, menaquinone and menadione), herbicides (glyphosate, glufosinate and
aminomethylphosphonic acid (AMPA)), inhibitors of the enzyme phosphodiesterase-5
(sildenafil, tadalafil, vardenafil and N-desmethylsildenafil) and biomarkers (glyoxal and

methylglyoxal).
The presentation of the developed work has been structured in five chapters:

Chapter I. Determination of the glyoxal and methylglyoxal biomarkers, previously
derivatized by reaction with 2,3-diaminonaphthalene to form the corresponding a-
guinoxalines, which are preconcentrated in 1-undecanol by DLLME assisted by the
surfactant Triton X-114. The analysis of the extracts obtained from urine is carried out by
LC-FLD.

Chapter Il. Determination of four phosphodiesterase-5 inhibitors in waters and
human urines. The analytes are preconcentrated by DLLME and the enriched extract is
analysed by LC-ESI-QqQ-MS/MS.

Chapter Ill. Microwave-assisted CPE application, using Triton X-114, for the
preconcentration of three forms of vitamin K, previously extracted from plant samples by
ultrasound assisted extraction. The LC-ESI-QqQ-MS/MS combination was used for

instrumental measurement.

Chapter IV. Determination of glyphosate and its metabolite AMPA in waters and

plants using LC-FLD. The herbicides were derivatized with 9-fluorenylmethyl
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chloroformate and pre-concentrated in methyl isobutyl ketone in the form of ionic pairs by
means of LLME.

Chapter V. Determination of glyphosate, glufosinate and AMPA in waters, plants
and soils, applying the derivatization and preconcentration methodology developed in
chapter IV and carrying out the analysis by LC-ESI-QqQ-MS/MS.

The five methods of analysis presented have been validated following the
International Guidelines for the validation of analytical methods.






Objetivos







Objetivos 13

El trabajo desarrollado en esta Tesis Doctoral representa una nueva aportacion a
una de las lineas de trabajo mas importantes que el grupo de investigacion “Métodos
Instrumentales Aplicados” viene desarrollando durante los dltimos afios en el

Departamento de Quimica Analitica de la Universidad de Murcia.

Los estudios realizados por este grupo de investigacion van encaminados al
desarrollo y perfeccionamiento de métodos analiticos para el analisis de trazas en una
amplia gama de muestras. Considerando que la etapa de preparacion de la muestra es
generalmente el cuello de botella del proceso analitico global, las investigaciones van
principalmente dirigidas a mejorar los aspectos practicos de esta etapa, centrandose en
el estudio de las posibilidades de la implementacién de su simplificacion, miniaturizacién

y automatizacion.

Los procedimientos analiticos presentados siguen los principios de la Quimica
Analitica Verde, en cuanto a la minimizacion del consumo de disolventes organicos, de
muestra y, en consecuencia, de la generacién de residuos. En definitiva, el objetivo altimo
es el desarrollo de métodos de analisis que, siendo respetuosos con el medio ambiente,
permitan una identificacion precisa de los compuestos de interés, asi como una
cuantificacién con alto grado de sensibilidad, con el empleo de instrumentacion cientifica

relativamente accesible en los laboratorios de analisis

En analisis de trazas se precisa de una etapa de preconcentracion previa debido
a que los analitos se encuentran en la muestra a concentraciones muy bajas. Los nuevos
avances en los procedimientos miniaturizados han dado lugar a las técnicas de
microextraccion, permitiendo aislar los compuestos de interés presentes en la matriz de
la muestra en una pequefia cantidad de fase extractante, consiguiendo de esta manera,
la preconcentracién de los analitos antes de su determinacion, que en muchas ocasiones,

implica una separacién cromatogréfica.

De acuerdo con las propiedades o caracteristicas fisico-quimicas (peso molecular,
carga, solubilidad, polaridad y volatilidad) de los compuestos objeto de estudio se pueden
realizar extracciones selectivas hacia una fase soélida o liquida. Cuando la fase
extractante se halla en estado liquido hablamos de microextraccion en fase liquida
(LPME), caracterizada por los pequefios volimenes de disolventes extractantes
empleados. La microextraccion dispersiva liquido-liquido (DLLME) es la técnica LPME
méas ampliamente usada, ya que presenta caracteristicas optimas para ser considerada

una técnica verde, siendo ademas de muy simple y rapida aplicacion e implicando un
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muy bajo consumo de disolventes organicos. Por otra parte, existen otras alternativas de
LPME que estan en continuo desarrollo y perfeccionamiento, proporcionando altos

grados de preconcentracion de forma rapida y sencilla.

Las técnicas de microextraccion permiten la determinacion de concentraciones de
sustancias mucho mas bajas que cuando se realizan los ensayos mediante métodos de
extraccién convencionales. Debido a la gran variedad de soluciones que aportan estos
métodos a los problemas analiticos, su uso se ha visto incrementado en diversos sectores

como la industria, agencias gubernamentales, investigacion, etc.

La presente Tesis Doctoral se ha enfocado al analisis de tres tipos de muestras,
cuyo control resulta de gran interés para la sociedad: alimentos, muestras ambientales y
de caracter biolodgico. Con respecto a los alimentos, el sector agroalimentario ha sido
objeto de estudio, tanto para la determinacion de componentes naturales como
contaminantes de estas matrices alimentarias. Los consumidores demandan, cada vez
mas, calidad y seguridad alimentaria, demanda que solo puede ser asegurada mediante
la aplicacion de metodologias de andlisis sensibles y exactas. Por otra parte, el control
de la salud humana esta directamente relacionado con la monitorizacion de
biomarcadores, asi como de farmacos y sus metabolitos en el cuerpo humano. En este
sentido los fluidos biolégicos resultan ser una matriz de acceso relativamente facil.
Concretamente, la muestra de caracter bioldgico seleccionada en esta Tesis es la orina.
Finalmente, destacar que la estrecha relacién entre la contaminacion ambiental y la salud
humana obliga a nuestra sociedad a controlar la calidad de nuestros recursos naturales,
en especial aguas y suelos destinados a produccién agricola, siendo estas muestras

también objeto de analisis en la Tesis Doctoral presentada.

El principal objetivo de esta Tesis ha sido el desarrollo de métodos analiticos para
la determinacion de compuestos organicos al nivel de trazas mediante el uso de técnicas
de microextraccién que permitan alcanzar altos grados de sensibilidad. Los tratamientos
de la muestra seleccionados se centran en el uso de técnicas LPME. Teniendo en cuenta
las caracteristicas fisico-quimicas de los distintos grupos de compuestos estudiados, la
técnica instrumental seleccionada para el analisis de los extractos obtenidos en el
tratamiento miniaturizado de las muestras ha sido la cromatografia liquida (LC) acoplada
a detectores basados en fluorescencia (FLD) y espectrometria de masas en tdndem
(MS/MS). Para el acoplamiento LC-MS/MS, se ha seleccionado la fuente de ionizacion
por electrospray (ESI) como interfase entre ambos sistemas y, como analizador, un triple
cuadrupolo (QgQ). Teniendo en cuenta las caracteristicas de los compuestos separados

mediante LC, que unas veces lo han sido en su forma original y otras sometidos a una
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reaccion de derivatizacion previa, en todos los casos se ha aplicado la modalidad de LC
en fase reversa (RP).

En el Capitulo | de esta Memoria se presenta el desarrollo y validacion de un
método analitico para la determinacién de glioxal y metilglioxal en muestras de orina
mediante LC-FLD. Estos analitos son dos importantes biomarcadores del estrés
oxidativo. Se trata de compuestos a-dicarbonilicos que no presentan caracteristicas
fluorescentes, por lo que es necesario someterlos a una etapa de derivatizacién previa a
la deteccidn. Su reaccién con 2,3-diaminonaftaleno da lugar a las correspondientes a-
quinoxalinas, susceptibles de ser detectadas mediante FLD. Como técnica de
microextraccion se ha utilizado DLLME, basada en este caso en un sistema ternario de
fases en el que el disolvente extractante presenta menor densidad que el agua. Ademas,
para facilitar el paso de los analitos de la fase dadora a la fase aceptora, se afiadié un

surfactante a la fase acuosa.

En el Capitulo Il se aborda la aplicacion de DLLME para determinar inhibidores
sintéticos de la enzima fosfodiesterasa-5, que son compuestos quimicos prescritos en el
tratamiento de la disfuncion eréctil e hipertensién pulmonar. EI método DLLME
combinado con LC-MS/MS se aplicé a muestras de orina humana y agua obtenida de
plantas de tratamiento de aguas residuales. Para estas Ultimas, la DLLME se ha utilizado
en su forma convencional, mientras que, para las muestras de orina, debido a la
complejidad de su matriz, se llevd a cabo una extraccion previa de los analitos en
acetonitrilo, siendo este extracto empleado como agente dispersante en la etapa de

preconcentracion.

El Capitulo 1l recoge el desarrollo de un procedimiento analitico para la
determinacion simultdnea de tres formas de la vitamina K en alimentos de origen agricola.
Dos de las vitaminas estudiadas (filoquinona y menaquinona) son formas naturales de la
vitamina K, mientras que la menadiona es un derivado sintético utilizado en la industria
farmacéutica. Para la preconcentracion de los analitos se ha usado la técnica de
extraccién en punto de nube (CPE), siendo las vitaminas preconcentradas analizadas
mediante LC-MS/MS. El agente extractante utilizado fue un surfactante no iénico, Triton
X-45. La aplicacion de energia de las microondas permitié acelerar la formacion del

coacervado vy, por tanto, la extraccién de las vitaminas en unos pocos segundos.

La determinacion de herbicidas no selectivos y de gran uso a nivel mundial ha
centrado los estudios presentados en los Capitulos IV y V. Asi, el Capitulo IV aborda la
optimizacion y validacion de un método de andlisis para la determinacién de glifosato y

su principal metabolito (adcido aminometilfosfonico, AMPA) en aguas y vegetales
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mediante LC-FLD. Para la aplicacion de FLD, fue necesario incluir una etapa de
derivatizacion previa, seleccionando para ello cloroformiato de 9-fluorenilmetilo como
reactivo que, ademas de proporcionar derivados fluorescentes, disminuy6 la polaridad de
los compuestos, favoreciendo su preconcentracion en un disolvente organico. La
formacion de pares i6nicos entre los analitos derivatizados y bromuro de
hexadeciltrimetilamonio (CTAB) permitié el uso de metil isobutil cetona como extractante,
proponiéndose asi la técnica de microextraccion liquido-liquido basada en pares iénicos
(IP-LLME). La misma metodologia de preconcentracion se aplicé a la determinacion de
glifosato, glufosinato y AMPA en aguas, vegetales y suelos mediante LC-MS/MS, cuyas

caracteristicas se presentan en el Capitulo V.

Los objetivos especificos que se establecieron en esta Tesis Doctoral se

estructuraron de la siguiente forma:

1. Seleccion de los compuestos de interés y de las matrices de muestras objeto
de andlisis, teniendo en cuenta el interés generado o que pueda generar en la

sociedad.

2. Eleccion de la metodologia a aplicar en la etapa de preparacion de la muestra,
donde en primer lugar, se determinara el procedimiento de extraccion y
aislamiento mas adecuado de los analitos, intentando que el extracto sea lo
mas limpio posible para facilitar su inyeccién en el sistema cromatografico,
intentando evitar etapas de limpieza de la fase extractante. En segundo lugar,
se selecciona la técnica de microextraccién, en nuestro trabajo siempre en
fase liquida, mas apropiada para resolver el problema analitico al que nos
enfrentamos. Y, en tercer lugar, la optimizacion de los parametros que puedan
influir en la eficiencia de la técnica miniaturizada seleccionada, mediante

procedimientos univariantes y/o multivariantes.

3. Las caracteristicas fisico-quimicas de los compuestos estudiados han llevado
a la seleccién de RP-LC en todos los métodos propuestos, siendo necesaria
la seleccion de la fase estacionaria mas adecuada, asi como de la naturaleza,

composicion y flujo de la fase movil.

4. Seleccion del sistema de deteccidn. Los sistemas de deteccién acoplados a
LC han sido FLD y MS/MS. Cuando se utiliza FLD para la monitorizacion de
compuestos no fluorescentes, es necesario recurrir a una etapa de
derivatizacion previa para dotarlos de esa propiedad. La seleccion del reactivo

derivatizante, asi como de las condiciones experimentales bajo las que se lleva
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5.

6.

a cabo la reaccion quimica, resulta determinante para la reproducibilidad de
los resultados, asi como para la sensibilidad de los procedimientos propuestos.

Todos los métodos desarrollados han sido validados atendiendo a los criterios

de las normas europeas:

a. Obtencion de curvas de calibrado para el estudio de los intervalos de
linealidad.

b. Estudio de la posible existencia de efecto matriz en las muestras, para
seleccionar el método de cuantificacibn mas apropiado que, en los casos
aqui propuestos, ha implicado calibracién frente a patrones externos,
usando una matriz blanco o el método de adiciones estandar a las

muestras, dependiendo de cada aplicacion particular.

c. Determinacion de los limites de deteccién y cuantificacion para establecer

la sensibilidad del método.

d. Establecimiento de la precisién del procedimiento analitico en base a

estudios de repetitividad y reproducibilidad.

e. La exactitud de los métodos se ha establecido a través de estudios de

recuperacion.

Andlisis de las muestras. Se lleva a cabo el andlisis de las muestras aplicando
el método de cuantificacion seleccionado previamente. Ademas, en este punto
resulta de especial interés la confirmacion de la identidad de los compuestos
detectados, lo que se llevara a cabo mediante comparaciéon de datos de
retencién cromatogréfica, de los espectros de fluorescencia y los espectros de
masas, permitiendo en este Ultimo caso la identificacién inequivoca gracias a

los patrones de fragmentacion.
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1. LA MUESTRA EN EL PROCESO ANALITICO

La preparacion de la muestra se considera la etapa mas desafiante del proceso
analitico, ya que determina la metodologia analitica a aplicar, asi como su nivel de
compatilidad con la defensa del medio ambiente. No solo las especies quimicas a analizar
determinan coOmo preparar la muestra, sino que la matriz de la misma tiene mucho que

decir al respecto.

Gran parte de las investigaciones analiticas mas recientes se ha centrado en la
miniaturizaciéon de la etapa de preparacion de la muestra. Para ello, se desarrollan
procedimientos implicando preconcentracion, que permite un aumento de la sensibilidad
de la instrumentacion cientifica disponible en el laboratorio, y consiguiendo que los

métodos analiticos sean mas versatiles.

Las ventajas que ofrece la miniaturizacién de la preparacion de la muestra siguen
el camino marcado por la Quimica Analitica Verde (QAV), en cuanto a la reduccién del
consumo de disolventes organicos, de reactivos y de muestra, asi como de la generacion

de residuos, a la vez que se acortan los tiempos de analisis.

La gran mayoria de las muestras a las que se aplican métodos de separacién
presentan algun problema para llevar a cabo su andlisis por inyeccién directa en el
sistema instrumental. Las principales dificultades que puede presentar una muestra para
su analisis es que sea incompatible con el sistema cromatografico utilizado, que el nivel
de concentracion de los analitos sea muy bajo o que la matriz presente una complejidad

muy alta.

Debido a la importancia de la preparacién de la muestra y a que de ella depende
en gran medida el éxito del método analitico que se quiere desarrollar, resulta crucial la
optimizacion de todas las variables o pardmetros que puedan influir en su eficiencia. Hay
gue considerar tanto factores que puedan influir en el comportamiento de los analitos,

como con la naturaleza de la matriz bajo estudio.

En esta Tesis Doctoral se ha abordado el analisis de muestras bioldgicas,
ambientales y de alimentos. A continuacién se describen para este tipo de matrices las

caracteristicas mas relevantes en relacioén a su analisis quimico.
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1.1. MUESTRAS BIOLOGICAS

Uno de los objetivos mas importantes de los estudios bioanaliticos es la
determinacion de farmacos, metabolitos, toxinas y biomarcadores. El bioanalisis es una
disciplina de gran interés en muchas areas de investigacion, tales como el desarrollo de
nuevos farmacos, analisis forense, control de dopaje e identificacion de biomarcadores

para el diagnéstico de muchas enfermedades [1].

No cabe duda que el desarrollo de los productos farmacéuticos supuso una
verdadera revolucion para la salud humana. El incremento de la esperanza de vida en el
hombre, asi como su calidad de vida tienen su origen principalmente en el uso de
compuestos quimicos sintéticos, de entre los que indudablemente destacan los productos

farmacéuticos.

El destino de los farmacos en el organismo es estudiado por la farmacologia que,
a su vez, puede abordarse desde dos puntos de vista: farmacodinamico y
farmacocinético. Mientras que el primer aspecto se centra en la forma en la que el
compuesto afecta a una persona con el tiempo, el segundo estudia la ruta y la velocidad

de transformacién del farmaco una vez suministrado [2].

La informacion farmacoldgica de los principios activos es esencial para un uso
optimo de estos compuestos, de ahi la importancia de la determinacion de los mismos

asi como de sus metabolitos en los fluidos biolégicos.

Otro grupo de compuestos cuya monitorizacion en fluidos biolégicos resulta de
gran interés son los biomarcadores. Se define biomarcardor como “una sustancia
especifica que se asocia a una condicion especifica, como el inicio, la manifestacion o la
progresion de una enfermedad o una respuesta a un tratamiento”. Ademas, se sugiere
gue los biomarcadores se definan Gnicamente por su asociacion con una enfermedad, a
menos que exista evidencia mecanica adicional, y que se evite la extrapolacion a
enfermedades similares pero dispares [3]. Los biomarcadores cubren un amplio nimero
de compuestos quimicos, desde gases hasta macromoléculas biolégicas. Su deteccién y
cuantificacién ha despertado mucho interés en el campo de la medicina con objeto de
evaluar la progresion de una enfermedad y la programacion del tratamiento médico mas

adecuado.

La principal limitacién de los metabolitos libres como biomarcadores es su rapida
eliminacion de la circulacién sistémica. A la hora de seleccionar una sustancia como

biomarcador de una exposicion o enfermedad ha de tenerse en cuenta su perfil de
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eliminacién y su estabilidad quimica, asi como la sensibilidad del método analitico
empleado para su monitorizacion. Es por ello que la implementacion de estudios
relacionados con biomarcadores requiere una metodologia simple y fiable. La
identificacion de biomarcadores y el avance en metodologias bioanaliticas relacionadas
para el diagnostico de enfermedades en etapas tempranas es un tema de total actualidad
en los estudios clinicos. Como ejemplo, que ademas se trata en el Capitulo | de esta
Tesis Doctoral, destacamos los aldehidos como biomarcadores de dafios tisulares
causados por estrés oxidativo. Los aldehidos aparecen en el organismo como
subproductos de procesos de peroxidacion lipidica. Sin embargo, no todos los
biomarcadores estan ligados a enfermedades, existe otro grupo que sirve para evaluar el
riesgo potencial para la salud iniciado por otros toxicos y se les conoce como
biomarcadores de exposicién. Por ejemplo, la exposicion a n-hexano y 2-etoxietanol
puede ser detectada a partir de la presencia en orina de hexano-2,5-diona y acido 2-
etoxiacético, respectivamente, que a su vez provocan sintomas neurotoxicos y

reproductivos [4].

La complejidad de las muestras biologicas dificulta los analisis en una doble
vertiente. En primer lugar, la mayoria de los fluidos biolégicos no son compatibles con la
instrumentacion analitica, ya que por sus complejas matrices conteniendo un amplio
rango de iones, proteinas, lipidos, carbohidratos, etc., no pueden ser inyectados
directamente en los dispositivos analiticos. Por otro lado, la presencia de altos contenidos
de especies interferentes perturba la identificacién y cuantificacion de analitos al nivel de
sub-ng mL?. Por ello, cualquier protocolo de andlisis de muestras bioldgicas deberia

considerar su composicion para planificar el tratamiento mas adecuado.

Las muestras biologicas incluyen en su composicidon una fraccion organica, que
implica tanto moléculas de pequefio y gran tamafio, como proteinas y enzimas, y un
contenido inorganico, que corresponde a sales o complejos de iones comunes con
especies organicas [5]. Las muestras bioldgicas mas frecuentemente sometidas a
analisis son sangre (suero, plasma), orina, fluido cerebroespinal, fluido linfatico, bilis,
heces, saliva, células y tejidos intactos u homogeneizados. Por diversos motivos, orina y
sangre son las matrices biol6gicas mas ampliamente estudiadas. En estos motivos,
destaca el hecho de que la toma de muestra puede ser no invasiva, en el caso de orina,
0 minimamente invasiva para sangre, a diferencia de otras muestras como tejido o fluido
cerebroespinal. Especialmente la orina es una muestra de facil accesibilidad, en términos
de cantidad, y su recogida no requiere de personal entrenado. Ademas, sangre y orina
son considerados biofluidos integradores que incorporan en una sola muestra las

funciones y fenotipos de diferentes partes del cuerpo. Cuando con estas muestras no
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pueden detectarse pequefios cambios metabdlicos en una parte especifica del cuerpo,
resulta mas apropiado el andlisis de tejidos (por ejemplo, higado para enfermedades
hepaticas). Sangre y orina contienen cientos e incluso miles de metabolitos (se estima
gue el metaboloma humano contiene 7800 metabolitos, sin incluir muchos de los
relacionados con la microflora intestinal, los lipidos y el metabolismo de los farmacos) v,

por tanto, proporcionan una vision general del metabolismo de muchas areas del cuerpo

[5].

Considerando que la orina humana ha sido objeto de analisis en dos
procedimientos analiticos presentados en esta Tesis Doctoral, veamos en mas detalle
algunos aspectos de este fluido bioldgico. La orina se compone de alrededor de un 95%
de agua y sus solutos incluyen sales (conteniendo iones sodio, amonio, fosfato, sulfato),
moléculas de pequefia masa molecular (urea, creatinina), proteinas solubles e insolubles,
vesiculas extracelulares, acidos nucleicos, células y residuos celulares.
Aproximadamente la mitad del total de proteinas en la orina se hallan solubilizadas
(tipicamente <40 kDa), la mayor parte de la otra mitad corresponde a proteinas de células
epiteliales desprendidas del sistema renal o urogenital sedimentadas, y finalmente, un
porcentaje menor incluye la fraccion exosomal (los exosomas son vesiculas derivadas de

células presentes en el fluido) [3].

La orina es ligeramente 4cida por la mafana (pH = 6,5-7,0), alcalinizAndose
levemente (pH = 7,5-8,0) por la noche en personas sanas, principalmente debido a que
no se consumen alimentos ni bebidas. Como objeto de analisis, la orina tiene sus propias
ventajas respecto del suero: puede obtenerse en mayor volumen a través de métodos no
invasivos, la repeticion de su muestreo no es un problema y ademas requiere una
preparacion mas simple debido a su menor contenido en proteinas (60-80 g L™ en suero
frente a 0,5-1 g L en orina), lipidos y otros compuestos de elevado peso molecular

debido a la filtracion glomerular [6].

Los riflones filtran diariamente unos 180 litros de plasma, lo que supone una masa
de proteinas de 1313 kg. Se denomina coeficiente de cribado a la relacién entre las
concentraciones de proteina en orina y en sangre. Por ejemplo, dicho coeficiente para la
albamina es aproximadamente 6:10000, lo que significa que por cada 10000 unidades de

albdmina por mililitro de plasma, solo 6 U mL™ terminan en la orina final [7].

Las muestras de orina pueden recogerse de forma aleatoria, planificada o lo que
se conoce como composicién de muestras de un ciclo de 24 h. El muestreo aleatorio se
realiza en cualquier momento del dia, mientras que para estudiar tendencias relacionadas

con el tiempo, para deteccion de metabolitos o biomarcadores, se recolecta la orina de
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forma cronometrada. Si, por el contrario, se quiere evitar la gran variabilidad en los
perfiles de metabolitos obtenidos en periodos cortos, se recoge la muestra de orina de
24 h. En la préctica clinica, generalmente se recolectan muestras de orina limpia de la
primera hora de la mafiana [6]. La orina se suele recoger en recipientes de polipropileno
y para analisis clinicos se utilizan recipientes estériles. En ocasiones, se afiaden
surfactantes para incrementar la solubilidad de las especies de interés, minimizando asi
posibles efectos de adsorcion sobre las paredes internas del recipiente contenedor. Sin
embargo, no se recomienda el uso de surfactantes cuando los andlisis implican
espectrometria de masas, para evitar supresion de la ionizacion, siendo este problema

minimizado usando estandares internos marcados isotépicamente.

La refrigeracion suele ser la solucion mas adecuada para garantizar una buena
conservacion de la muestra de orina hasta el momento de su analisis. En lineas
generales, se recomienda mantener la orina a -20 °C para tiempos largos de
almacenamiento (de hasta 6 meses), no superar los nueve ciclos de congelacion-
descongelacion y mantener a 4 °C para tiempos cortos de almacenamiento (hasta 48 h).
Sin embargo, no existen unas condiciones de conservacion establecidas como validas
para todos los componentes de la orina, asi que, en cada caso particular, es necesario

aplicar condiciones especificas.

La adicion de preservantes suele ser una practica habitual para impedir cambios
metabdlicos o contaminacién bacteriana. Sin embargo, algunos preservantes pueden
afectar a ciertas propiedades quimicas y provocar la aparicion de particulas. El 4cido
borico es muy util para inhibir el crecimiento de Pseudomonas spp., aunque es necesario
tener en cuenta que modifica el pH inicial de la orina. El uso de azida de sodio para evitar
sobrecrecimiento bacteriano, debe considerar no solo la toxicidad de dicho agente sino
también su posible impacto sobre metabolitos desconocidos en la muestra. Entre otros
preservantes usados en muestras bioldgicas cabe destacar formaldehido, sales de

mercurio y clorhexidina [6].

La concentracion de las especies de interés en orina varia enormemente ya que
el volumen de orina excretado se halla relacionado con el consumo de agua y con otros
factores fisiol6gicos. Por ello, es necesario llevar a cabo una correccién de volumen, que

generalmente se realiza a través de la concentracion de creatinina.

La cromatografia liquida (LC) es probablemente la técnica mas empleada en
bioanalisis. Las columnas analiticas disponibles en el mercado ofrecen un amplio rango
de selectividad, por lo que no resulta dificil encontrar fases estacionarias adecuadas para

la separacion de farmacos, metabolitos y biomarcadores. La deteccion mediante
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espectrofotometria de absorcion molecular ultravioleta-visible (UV-Vis) ha sido una de las
técnicas mas comunmente acopladas a LC debido a su bajo coste, aunque presenta una
serie de desventajas que hacen que sea reemplazada por otros detectores, como la
espectrometria de masas (MS) [1]. Los ultimos avances en la instrumentacién aplicada
para LC-MS han conducido a incrementos importantes de selectividad en tiempos de
andlisis reducidos. De hecho, LC con MS tandem (MS/MS) se ha convertido en una
tecnologia primordial en bioandlisis. Por otro lado, la cromatografia liquida de ultra
resolucion (UPLC) ha mejorado la eficiencia y el grado de resolucion de las separaciones,
para una determinada longitud de columna, al emplear fases estacionarias de menor
tamafio de particula. La tecnologia UPLC es relativamente nueva y la bibliografia no
muestra muchas aplicaciones en el ambito bioanalitico, aunque algunas ventajas tales
como la reduccién de la supresién de ionizacién en MS ha sido comprobada por algunos

autores [1].

1.2. MUESTRAS AMBIENTALES

El ndmero de productos quimicos actualmente usados a nivel mundial desde
distintos ambitos es muy alto y su entrada al medio ambiente es inevitable, afectando a
todos los compartimentos ambientales (hidrosfera, geosfera, biosfera y atmosfera) y, por
consiguiente, a los ecosistemas relacionados [8]. Ademas, sus productos de
transformacion y sus metabolitos contribuyen al aumento de contaminantes traza objeto
de monitorizacion, ya que su toxicidad puede ser parecida e incluso superior a la de los
compuestos originales. El conocimiento de las estructuras quimicas, ocurrencia y efectos
de los subproductos es parcial a dia de hoy. Por ello, la disponibilidad de estrategias
analiticas que permitan monitorizar un nimero elevado de compuestos e investigar su
destino ambiental es actualmente una linea prioritaria. No cabe duda que dicha prioridad
no es nada facil de afrontar teniendo en cuenta la amplia variedad de compuestos y sus
muy diferentes propiedades fisico-quimicas (pKa, Kow, €tc.), por lo que la comunidad
cientifica se esfuerza en desarrollar instrumentacion de cada vez mejores prestaciones,

nuevos materiales cromatograficos y técnicas analiticas de maxima eficacia [8].

Una evaluacién rigurosa de la contaminacién ambiental requiere innovacion
constante en tecnologias y enfoques analiticos para conseguir una identificacion
temprana e inequivoca, asi como una cuantificacion precisa de cada sustancia capaz de

comprometer la flora, la faunay la integridad de la salud publica.
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Muchos contaminantes organicos tienen caracter polar y alcanzan el medio
ambiente durante su produccion, consumo o eliminacion, encontrandose a nivel de ppm
0 concentraciones inferiores. Ademas de los contaminantes clasicos, grupo
principalmente integrado por los pesticidas, los “contaminantes emergentes” engloban un
grupo muy importante de compuestos organicos que se hallan en el punto de mira. Se
denomina contaminante emergente a aquella sustancia que entra en el medio ambiente
en cantidades apreciables, persiste sin degradarse durante tiempos mas o menos largos
y puede provocar efectos adversos a los organismos vivos. Dichas sustancias pueden
ser de origen natural (toxinas, hormonas, etc.) o sintéticas (farmacos, nanomateriales,
compuestos perfluorados, filtros UV, plastificantes, retardantes de llama, drogas ilicitas,
etc.) [8]. En este sentido, la determinacién de farmacos y de pesticidas en aguas y suelos

ha sido abordada en esta Tesis Doctoral, en los Capitulos Il y IV, respectivamente.

El consumo de medicamentos es un acto cotidiano que forma parte de la vida de
muchas personas. Por poner un ejemplo, tan solo en los Estados Unidos de América
(USA) mas de 10 millones de mujeres utilizan anticonceptivos orales, por lo que es muy
probable que estas sustancias acaben de una u otra forma en el medio natural. El
envejecimiento de la poblacion y la drogadiccién son algunos de los principales factores
gue contribuyen a que los farmacos estén cada vez mas presentes en los ecosistemas.
Los habitos de consumo de bebidas que contienen cafeina, teina y otras sustancias
estimulantes, también elevan las cantidades. Tras la administracion de los
medicamentos, el organismo no hace desaparecer totalmente los compuestos que los
constituyen. Aunque sufren procesos de metabolizacion y transformacién dentro del
cuerpo, una parte de ellos es expulsada sin metabolizar a través de la orina o de las
heces. Asi llegan a las aguas residuales, y a través de éstas, a arroyos, rios, lagos,

pantanos y depuradoras.

La Oficina Federal Alemana de Medio Ambiente muestra en su pagina web los
resultados de una revision de 1016 articulos originales y 150 de revisién, gestando asi
una base de datos con las concentraciones ambientales de residuos farmacéuticos
humanos y veterinarios en todo el mundo en agua superficial, agua potable, estiércol,
suelo y otras matrices ambientales. Esta base de datos muestra que tanto farmacos como
sus productos de transformacion han sido detectados en 71 paises cubriendo las cinco

regiones de las Naciones Unidas [9].

Los farmacos con mayor probabilidad de ser detectados en el medio ambiente

pueden clasificarse en: analgésicos/antiinflamatorios, antibidticos, farmacos
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cardiovasculares, psicoestimulantes, antidepresivos, estrégenos y compuestos
hormonales, antineoplasicos, antiepilépticos y antiulcerosos/antihistaminicos.

Pero el principal problema no es que muchos farmacos se encuentran en distintos
estamentos del medio ambiente, sino que el efecto adverso de algunos de ellos sobre la
fauna silvestre se halla documentado y que las consecuencias sobre el ser humano son
cada vez mas directas, teniendo en cuenta que muchos medicamentos han sido
detectados en el agua de bebida. Por todo ello, es imprescindible un control riguroso de
su presencia en el medio ambiente y, para ello, se requieren métodos de analisis que

cuenten con las mejores caracteristicas analiticas [10].

La bibliografia presenta tres soluciones al problema medioambiental de los

compuestos farmacéuticos [10]:

1. Desarrollar farmacos mas “verdes”. Para que un farmaco sea realmente
efectivo no debe sufrir degradacion hasta llegar a su objetivo. Esto resulta
algo dificil teniendo en cuenta que ha de pasar por el sistema gastrointestinal
y llegar hasta el higado, donde puede ser desactivado por enzimas. El
farmaco necesita ser resistente; sin embargo, esto no es deseable cuando

llega al medioambiente pues se haria persistente.

2. Impedir gue los farmacos alcancen el medio ambiente: En esta linea existen
diferentes posibilidades como el redisefio de inodoros que impidan la entrada
directa de la orina en el alcantarillado o la disposicién adecuada de los
farmacos no usados. Sin embargo, tratar el problema de los farmacos
veterinarios en el medio ambiente no es facil, ya que estas lineas abordan

solo el problema de los farmacos de uso humano.

3. Mejorar la eficiencia de las plantas depuradoras de aguas residuales: En los
paises desarrollados, practicamente la totalidad de las aguas residuales pasa
por plantas depuradoras antes de ser descargadas al medio acuatico. Si bien
la mayoria de los tratamientos consiguen reducir las concentraciones de
farmacos en un 90%, no todas las plantas son igual de efectivas en la
eliminacion de estos microcontaminantes. En este sentido, las
investigaciones acerca de los procesos en los tratamientos secundario y
terciario podrian ayudar a evitar que los farmacos alcancen el medio acuatico

en concentraciones que puedan provocar problemas.

Otro grupo de compuestos quimicos que suponen un problema medioambiental

son los pesticidas. Es sabido que juegan un papel clave en la proteccion de cultivos y
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ganado, incrementando considerablemente el rendimiento de estas actividades. Sin
embargo, debido a su toxicidad, su uso extensivo y al hecho de que entre el 80 y el 90%
de los aplicados afectan a la vegetacién no objetivo, alcanzando el suelo, agua, aire, y
entrando en la cadena alimentaria, los pesticidas estan en el punto de mira en cuanto a
control ambiental. Se estima que el setenta por ciento de los pesticidas utilizados en
agricultura entra en la matriz del suelo agricola afectando de distintas formas no solo a
su calidad sino a la produccion agricola. Un aumento en la concentracién de herbicidas
por encima del nivel recomendado de aplicacion podria modificar el crecimiento y
actividad de los microorganismos del suelo influyendo en su ciclo de nutrientes. Se ha
detectado reduccion de la masa de las raices en ciertas especies de plantas tratadas con
determinados herbicidas, asi como disminucion de la concentracion de macro y
micronutrientes, como fésforo, azufre, potasio, magnesio y manganeso, en los tejidos

foliares de plantas tratadas respecto de las no tratadas [11].

La contaminacion de suelos y sedimentos resultante de la descarga de desechos
industriales y municipales, las actividades mineras, el uso indebido de pesticidas y
fertilizantes quimicos y el riego con aguas residuales ha despertado en los Gltimos afios
una preocupacion creciente en la sociedad. Los contaminantes organicos y los metales
pesados son los dos tipos de contaminantes mas importantes que se encuentran en
suelos y sedimentos. Estas especies representan una amenaza para la seguridad
alimentaria, la salud humana y el medio ambiente [12]. El destino de los compuestos
organicos contaminantes en el medio edéafico depende principalmente de la naturaleza
del contaminante, pudiendo ser transferido a especies vegetales o0 a otros organismos
vivos 0 también ser lixivado hacia el medio hidrosférico. Aunque, como ya se ha
mencionado, el origen de la contaminacidn organica en el suelo es diverso, la fuente mas
importante es la aplicacién directa de pesticidas y herbicidas para el control de plagas.
Una vez en el suelo, el contaminante organico puede sufrir diferentes procesos.
Generalmente, tanto en las fases sdélidas minerales como en las organicas, es retenido
en una extensién que depende de su grado de funcionalizacién quimica. La retencion
inmoviliza al contaminante, retarda su degradacion y dificulta su transferencia a otros
medios. La degradacion tiene lugar principalmente en la atmésfera y la hidrosfera, donde
el contaminante accede por volatilizacién y disolucion, respectivamente. Sin embargo, es
necesario recordar que los contaminantes organicos de baja solubilidad, y por tanto,
asociados a las fases soélidas, presentan cierto grado de movilidad cuando se incorporan
a los coloides del suelo. En el extracto del suelo, al que el contaminante llega por

disolucion, segun su naturaleza quimicay el estado redox del suelo, puede sufrir hidrélisis
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0 procesos de oxidacion-reduccion. Aunque la principal via de degradacion de los
contaminantes organicos en el suelo tiene lugar mediante biodegradacion [13].

La contaminacion del medio acuético es causada principalmente por el lavado de
los contaminantes presentes en el suelo, bien disueltos o en escorrentias superficiales,
o bien incorporados en las particulas coloidales. En los grandes reservorios de agua, la
entrada via atmosférica por deposicion seca 0 hUmeda no es despreciable. Otras causas
de contaminacion de la hidrosfera son los vertidos directos de aguas residuales de
nacleos urbanos o vertidos accidentales [13]. Los procesos que sufre un contaminante
organico en el medio hidrosférico son basicamente del mismo tipo que los que tienen

lugar en el suelo, aungue difiere la importancia relativa entre ellos.

El suelo no solo es un recurso vital para la vida vegetal en el medio ambiente, sino
también un importante recurso natural que sustenta la supervivencia y el desarrollo de
los seres humanos. Este compartimento ambiental es el mayor sumidero de
contaminantes organicos, por lo que la calidad de los cultivos y la inocuidad de los
alimentos esta estrechamente relacionada con la calidad de los suelos agricolas. Pero
ademas, los pesticidas pueden llegar a los acuiferos subterrdneos desde los campos de
cultivo [14].

La primera lista de contaminantes prioritarios, creada por la Agencia de Proteccion
Ambiental (EPA) estadounidense englobaba casi exclusivamente compuestos organicos
detectables mediante cromatografia de gases (GC) combinada con MS. Sin embargo,
desde finales de los afios 80, LC-MS ha ido ganando en popularidad, siendo actualmente
el analisis ambiental su principal campo de aplicacién, enfocado al estudio de ocurrencia
y destino de contaminantes a nivel de trazas. De entre las ventajas de LC-MS, en
comparacion con GC-MS, destaca su compatibilidad con la naturaleza polar de un amplio
rango de contaminantes, su aplicacion directa para compuestos no volatiles y

termolabiles y la reduccion del tiempo total de analisis [8].

1.3. ALIMENTOS

La amplitud del campo del analisis de alimentos es indiscutible, como también lo
es su constante evolucion, ya que involucra determinaciones de compuestos de muy
diversa naturaleza y con propositos muy variados. La caracterizacion quimica de
alimentos requiere la determinacion de toda una variedad de macromoléculas como

proteinas, otros macronutrientes como lipidos y carbohidratos, componentes bioactivos
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como los polifenoles, micronutrientes inorganicos y compuestos organometalicos, asi
como residuos indeseables de otros compuestos que pueden aparecer en la muestra
durante su produccion, procesado, almacenamiento y/o transporte, como son los
pesticidas, plastificantes, farmacos veterinarios, toxinas o contaminantes organicos
persistentes. Dado que todavia se aplican protocolos tradicionales de preparacion de
muestra en el andlisis de estas matrices, existen muchas oportunidades para mejorar y
desarrollar la metodologia analitica que, ademas, vienen demandadas por la legislacién
vigente para controles de rutina de alimentos y programas para el aseguramiento de la

proteccion de la salud humana.

Aunque en ocasiones es posible llevar a cabo determinaciones in situ,
generalmente la muestra ha de ser transportada al laboratorio para su analisis quimico.
Por tanto, en estos casos, es necesario considerar cuantas muestras deben tomarse, qué
cantidad y de donde, con el fin de garantizar la representatividad de las mismas y asi
obtener resultados significativos e interpretables. En algunos casos, el procedimiento de
muestreo y la minima cantidad de muestra necesaria para aplicar un determinado método
de analisis se halla claramente establecido en la legislacion. Por supuesto, las muestras
han de mantenerse inalteradas durante su transporte y almacenamiento, que por regla
general, ha de ser minimo, hasta el momento de su andlisis. Si fuera necesario, se
aplicarian procedimientos de estabilizacion; por ejemplo, para retardar actividad
microbioldgica, hidrélisis de compuestos quimicos y procesos de adsorcion o
volatilizacién. De forma previa al andlisis propiamente dicho, las muestras se someten
generalmente a tratamientos que dependen de su naturaleza, del nivel de concentracion
esperado para las especies de interés, asi como de la presencia de compuestos de la
matriz que afecten a la selectividad y/o sensibilidad de la técnica analitica seleccionada.
Asi pues, la preparacion de la muestra suele incluir tratamientos para la liberacién y

enriquecimiento de los analitos en fases compatibles con el detector empleado.

Los componentes determinados con mayor frecuencia en matrices alimentarias
asi como los principales contaminantes monitorizados, se muestran en la Tabla 1, donde
puede apreciarse la diversa naturaleza quimica de estos compuestos: desde metales y
especies organometalicas hasta componentes volatiles. Muchos componentes
mayoritarios y minoritarios de valor nutricional o funcional afladido, como proteinas,
lipidos, carbohidratos, vitaminas y antioxidantes, se analizan generalmente para
comprobar que el alimento cumple determinados requisitos de calidad o, por supuesto,
con fines de investigacion. Ademas, los aditivos alimentarios, asi como contaminantes de
diversa naturaleza y origen, son monitorizados con objeto de chequear que se cumple la

legislacion vigente. La presion social creciente en materia de calidad alimentaria
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contribuye a que diferentes lineas de investigacion sean enfocadas hacia el desarrollo de
metodologias analiticas seguras y de alta sensibilidad en analisis alimentario [15].

Tabla 1. Compuestos quimicos de interés en control de alimentos

e Componentes volatiles
- Aromas y fragancias
- Olores desagradables (off-flavours)
e Componentes semivolatiles y no volatiles
- Lipidos, proteinas, hidratos de carbono, carotenoides, vitaminas...
- Antioxidantes, polifenoles...
e Aditivos alimentarios y contaminantes
- Pesticidas y farmacos de uso veterinario

- Bifenilos policlorados, dibenzodioxinas policloradas, hidrocarburos
aromaticos policiclicos (PAHSs), ésteres de polibromodifenilo,
ftalatos, aceites minerales...

- Mico- y ficotoxinas
- Compuestos liberados desde el material de envasado
- Residuos del procesado y/o almacenamiento

e Metales y compuestos organometalicos

Los métodos aplicados al analisis de alimentos van desde los catalogados como
subjetivos (por ejemplo, determinaciones organolépticas) hasta procedimientos objetivos

basados en determinaciones fisicas, quimicas, microscépicas y microbiol6gicas [15].

Cada vez mas, los métodos de analisis de alimentos se basan en el uso de LC,
pues ha demostrado ser una tecnologia 6ptima para cribado, deteccién y cuantificacion

de una gran variedad de analitos [16].

2. LA QUIMICA VERDE EN LA PREPARACION DE LA MUESTRA

El tratamiento de la muestra es una etapa critica en el proceso analitico, e incluye
todos los pasos necesarios para aislar los analitos contenidos en la muestra original y
proceder a la etapa de medida con el minimo grado de interferencias y maxima

sensibilidad. Asi, podriamos decir que la preparacion de la muestra tiene como objetivo
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transformar los analitos en formas medibles. La realidad es que solo en unos pocos
casos, la determinacion directa es posible y puede omitirse la preparacion de la muestra.
Las situaciones mas simples, implican una extraccion exhaustiva y no selectiva de los
compuestos de interés desde la matriz de la muestra, una limpieza para aislar los analitos
de las especies co-extraidas y una preconcentracion del extracto purificado para asegurar

una deteccion segura.

En los ultimos afios, la preparacion de la muestra ha tendido a su miniaturizacion
con la finalidad de reducir el impacto medioambiental y sobre la salud de los seres vivos.
La tendencia a la reduccién del uso de disolventes organicos y a la reduccién de residuos
generados en los correspondientes andlisis viene enmarcada dentro de los doce

principios de la Quimica Verde [17]:

Prevencion de formacion de residuos en lugar de su remediacion.
Economia atomica.
Reduccion de productos quimicos téxicos/peligrosos.

Generacion de productos eficaces pero no toxicos.

o~ 0N PRE

Reduccion del uso de disolventes volatiles y tdxicos, y de sustancias

auxiliares.

Disminucién en el consumo energético.

Utilizacion de materias primas renovables.

Reduccién del nimero de etapas de los procesos de sintesis y, en concreto,

de las reacciones de derivatizacion.

9. Potenciacion de catédlisis de alta selectividad, en lugar de reactivos
estequiométricos.

10. Generacion de productos biodegradables.

11. Desarrollo de metodologias analiticas para la prevencion de la

contaminacion.

12. Minimizacién del riesgo de accidentes quimicos.

Las limitaciones impuestas a la actividad humana con objeto de no poner en riesgo
las necesidades de generaciones futuras se han visto también plasmadas en distintas
etapas del proceso analitico. Los primeros métodos descritos en la bibliografia en los que
se aprecia la aplicacion de la ideologia de la Quimica Verde a los laboratorios analiticos
data de 1995, hablando entonces de “Quimica Analitica Verde, Green Analytical
Chemistry, (QAV)” [18]. La aplicacion de la QAV a los métodos de andlisis se ha abordado

a través de tres lineas diferentes [19]:

1) Reduccién del consumo de disolventes en el tratamiento de la muestra.
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2) Reduccién en cantidad y toxicidad de los disolventes y reactivos empleados
en la etapa de medida analitica.

3) Desarrollo de metodologias analiticas directas que eviten el uso de

disolventes o reactivos.

En lo que se refiere al primer punto, como ya se ha indicado anteriormente, la
mayoria de las muestras analizadas por métodos instrumentales de separacion no
pueden ser introducidas de forma directa en el sistema debido a la complejidad de sus
matrices, porque presenten contenidos analiticos muy bajos y/o sean incompatibles con
el sistema cromatografico empleado. Por ello, una preparacion previa de la muestra
resulta imprescindible antes de su introduccién en el sistema instrumental. El desarrollo
de nuevas técnicas de extraccion rapidas y fiables ha sido notorio en los Ultimos afios
[20]. Debe aqui resaltarse el hecho de que, en no pocas ocasiones, lIos nuevos sistemas
instrumentales de medida no son suficientemente sensibles como para determinar gran
cantidad de analitos en diferentes tipos de muestras. Asi pues, la optimizacion de las
distintas etapas y operaciones asociadas a la preparacion de la muestra, ocupan una

parte importante de las investigaciones actuales en el area de Quimica Analitica.

El proceso de preparacion de la muestra seleccionado depende de la matriz de la
misma y de las propiedades y nivel de concentracion de los analitos. Ademas, la
preparacion de la muestra debe adaptarse al andlisis final, considerandose la
instrumentacion a emplear, el grado de exactitud requerido y si se va a llevar a cabo un
analisis cualitativo o cuantitativo. En analisis cuantitativo, también es necesario
considerar la forma mas adecuada de preparacion de los patrones de calibracién. En
algunos casos, la calibracion directa frente a patrones acuosos no es posible y es
necesario aplicar el método de adiciones estandar a las muestras o emplear una muestra
exenta de los analitos como matriz o disolvente de calibracion. El uso de un estandar
interno adecuado ha de ser considerado. En cualquier caso, la técnica seleccionada, ya

sea manual o automatica, ha de ser robusta y reproducible [21].

Generalmente, las diferentes etapas en la preparacién de la muestra se llevan a
cabo en modo discontinuo, por lo que suelen calificarse como laboriosas y largas y su
complejidad suele estar inversamente relacionada con la concentracién de los analitos
en la muestra. En los dltimos afos, numerosas investigaciones se han enfocado hacia la
minimizacion de estos problemas, desarrollandose técnicas de extraccion de alta eficacia
y versatilidad. Asi, cabe destacar las aplicaciones de las técnicas de purgay trampa (PT),
microextraccion en fase soélida (SPME) y extraccion por adsorcion en espacio de cabeza

(HSSE) para compuestos volatiles, asi como una serie de técnicas de microextraccion en
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fase liquida (LPME) adaptadas para la extraccién de analitos semi- y no voléatiles en
muestras liquidas y, por ultimo, otras técnicas aplicables a muestras viscosas o0
semisolidas, tales como dispersiébn de matriz en fase sélida (MSPD) y técnicas de
extraccion en disolventes como extraccion en fluidos supercriticos (SFE), extraccion
liquida presurizada (PLE), extraccion en agua subcritica (SWE), extraccion asistida por
microondas (MAE) y extraccion asistida por ultrasonidos (UAE). Estas técnicas modernas
de preparacion de la muestra ofrecen en mayor o menor medida la posibilidad de
automatizacioén, son limpias, selectivas, rapidas, eficaces y, en muchos de los casos,

baratas y de aplicacion sencilla.

La metologia LPME es una version miniaturizada de la técnica clasica extraccion
liquido-liquido (LLE) que usa una fase liquida como extractante para aislar los analitos
que habran sido previamente sometidos a una etapa de extraccion sélido-liquido (SLE)
cuando se trate de muestras sélidas. El nimero de variantes de la técnica LPME es casi
tan elevado como la lista de abreviaturas [22]. Las técnicas LPME pueden ser clasificadas
de acuerdo a la naturaleza de la fase extractante. En este sentido, podemos distinguir
aquellas técnicas que usan disolventes organicos inmiscibles con el agua, liquidos
i6nicos (ILs), disolventes supramoleculares (SUPRASSs), disolventes eutécticos

profundos (DESS) y aquellos que inicialmente son miscibles en agua.

Los ILs consisten en asociaciones entre cationes voluminosos de caracter
organico con aniones que pueden tener caracter organico o inorganico. Las propiedades
fisico-quimicas de los ILs, como presidn de vapor baja, gran estabilidad térmica o puntos
de fusién bajos les han convertido en fases extractantes de gran interés en LPME. Los
SUPRASS son disolventes no volatiles capaces de interaccionar con una amplia variedad
de compuestos debido a sus diferentes polaridades y sus numerosos puntos de
interaccion proporcionados por los grupos anfifilicos. Estos disolventes se generan a
partir de compuestos con caracter anfifilico a través de un proceso de autoensamblaje
gue produce estructuras tridimensionales que coacervan. Los SUPRASs mas comunes
se forman a partir de acido octanoico o decanoico con hidroxido de tetrabutilamonio. La
extraccibn en punto de nube (CPE) puede considerarse como una técnica de
microextraccién que emplea SUPRASS, ya que al calentar el surfactante no iénico por

encima de su temperatura de punto de nube, se forma una estructura supramolecular.

La bibliografia indica varias ventajas de los DESs frente a los ILs, como su sintesis
a traves de procesos sencillos, alta pureza y bajo costo. Estos disolventes se forman a
partir de dos componentes que se combinan por medio de enlaces por puentes de

hidrégeno, dando lugar a estructuras de menor punto de fusiébn que sus componentes
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individuales. Los DESs se forman al mezclar una sal de amonio cuaternario, como cloruro
de colina, con un aminoacido, acido organico o polialcohol que actia como dador en

enlaces por puente de hidrégeno.

El uso de disolventes organicos miscibles con el agua como fases extractantes en
LPME ha sido propuesto a través del incremento de la fuerza iénica de la mezcla de las
fases dadora y aceptora que tiene como resultado la separacion de las mismas. Los
disolventes de polaridad conmutable (SPSs) son considerados una interesante
alternativa a este procedimiento clasico del efecto salino. Los SPSs pueden modificarse
reversiblemente entre formas con diferentes propiedades fisicas. En este sentido, el
aumento de la fuerza i6nica mediante reacciones entre CO; con bases nitrogenadas ha

sido utilizado para separar mezclas de agua con disolventes organicos polares [23].

Por otro lado, dentro de cada una de estas categorias, pueden distinguirse dos
grupos, considerando el modo en que la fase aceptora es expuesta a la fase dadora:
exposicion de un volumen discreto y dispersion en el seno de la fase aceptora. La
exposicion de un volumen discreto de fase extractante puede llevarse a cabo
manteniéndolo suspendido en la punta de la aguja de una microjeringa (microextraccion
en gota simple, SDME), directamente colocado en el vortice formado al mantener la fase
aceptora en agitacién o inmovilizado en una fibra hueca (HF). Cuando la fase extractante
no es dispersada, LPME puede aplicarse bajo dos modos diferentes, segun la gota
extractante se mantenga en contacto con la fase dadora (DI, modo de inmersion directa)
0 se exponga al espacio de cabeza sobre la muestra (HS, modo de espacio de cabeza).
La dispersion de la fase aceptora en gotas nanométricas acelera la transferencia de masa
de analito. Para la formacién de las nanogotas puede usarse un agente dispersante (un
disolvente organico o un surfactante) o aplicarse energia externa como ultrasonidos o

agitacion vortex.

La versatilidad de las técnicas LPME gueda patente a través de sus numerosas
aplicaciones en distintos ambitos, tales como analisis ambiental [24, 25], de fluidos
bioldgicos [26, 27] y de alimentos [23, 28].

Teniendo en cuenta que en la presente Tesis Doctoral se han aplicado técnicas
miniaturizadas basadas en LPME de dos fases, a continuacion explicaremos con mas

detalle las aqui aplicadas: microextraccion dispersiva liquido-liquido (DLLME) y CPE.
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2.1. MICROEXTRACCION DISPERSIVA LIQUIDO-LIQUIDO

La primera aplicacion descrita en la bibliografia de la técnica DLLME data de 2006
[29], siendo desarrollada por el grupo de Rezaee y colaboradores. Las caracteristicas
analiticas y de aplicacién encontradas para la preconcentracion de PAHs permitio a este
grupo de investigacion catalogar la técnica como de facil manejo para el operador, rapida,
de bajo costo y que proporciona altas recuperaciones y factores de enriquecimiento.

La técnica se basa en un sistema ternario de disolventes que, en su aplicacion
convencional, consiste en una fase acuosa conteniendo los analitos, un disolvente
organico inmiscible con el agua y mas denso que ésta, que actla como extractante, y un
disolvente también de caracter organico que actia como dispersante. El extractante es
dispersado en finisimas gotas en el seno de la fase acuosa por accion del disolvente
dispersante que es miscible tanto en la fase acuosa como en la extractante. La ruptura
de la fase aceptora en multitud de gotas aumenta la superficie de contacto entre las fases
dadora y aceptora, incrementando sensiblemente la eficiencia de extraccion. Una vez
alcanzado el equilibrio de distribucién, se procede a centrifugar la mezcla, de modo que
la fase extractante enriquecida con los analitos sedimenta en el fondo del tubo conico,

siendo recogida con ayuda de una microjeringa para proceder a su analisis.

La Figura 1 muestra un esquema del procedimiento de aplicacién descrito.

Mezcla de disolventes
extractante y dispersante

Agitacion

— —

Centrifugacion

Analisis
= _ L

Fase acuosa Fase dispersa Fase orgdnica
enriquecida

Figura 1. Representacion del proceso DLLME [30].
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De entre las caracteristicas anteriormente citadas de la técnica DLLME, merece
la pena destacar:

e El minimo gasto de disolventes organicos, ya que implica el uso de

volumenes del orden de los microlitros
e La consiguiente minima generacion de residuos

e El bajo volumen de muestra usada, ya que el volumen de fase acuosa se

encuentra en torno a los 10 mL
e Altos factores de enriquecimiento

e Rapidez para alcanzar el equilibrio de reparto, gracias al estado de turbidez
alcanzado al generar una gran superficie de contacto entre las finas gotas de
disolvente extractante y la fase acuosa. De hecho, el equilibrio se alcanza de
forma inmediata, siendo la eficiencia del proceso independiente del tiempo,

lo que supone una de las principales ventajas de DLLME.

Conviene en este punto definir los términos factor de enriquecimiento (EF) y
recuperacion de la extraccién (ER) ya que sus valores numéricos determinan la eficacia
de la técnica como herramienta para incrementar la sensibilidad y selectividad de los
métodos de analisis. Se define EF como la relacion de la concentracion de analito en la

fase sedimentada (Csed) Y la concentracion inicial de analito (Co) en la fase acuosa:

EF = == (Ecuacion 1)

Csed S€ Obtiene a partir de una grafica de calibrado.

Por otro lado, se define ER como el porcentaje de la cantidad total de analito (no),

extraida a la fase sedimentada (Nseq):

C., XV
ER = ey 100 =~ X Vs y 100 (Ecuacion 2)
N, Co XVy
ER = (%) EF x 100 (Ecuacion 3)
aq

donde Vsed Y Vaq SON los volumenes de la fase sedimentada y de la disolucién de

la muestra, respectivamente.
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El principal campo de aplicacién de DLLME se centra en la preconcentracion de
compuestos de caracter organico conteniendo una gran variedad de grupos funcionales,
tales como aminas, ésteres, éteres, fenoles, aldehidos, nitrocompuestos o 4cidos; siendo
el numero de aplicaciones a especies inorganicas considerablemente inferior. En cuanto
al tipo de matrices para las que la técnica ha sido aplicada con éxito destacan aguas de
diferentes origenes y otras muestras ambientales como suelos y sedimentos. En los
Ultimos afios, DLLME ha sido introducida en el campo del analisis de alimentos y de
fluidos bioldgicos [23, 31].

2.1.1. Parametros que afectan a DLLME

Las principales variables que determinan la eficiencia del proceso DLLME son la
naturaleza y el volumen de la fase extractante. Para la seleccién del disolvente organico
se tiene en consideracion su mayor densidad que el agua, su capacidad para extraer los
compuestos de interés, su habilidad para formar disoluciones turbias estables, que su
solubilidad en agua sea minima y que presente un buen comportamiento cromatografico,
ya que, en la mayoria de las aplicaciones, la fase enriquecida es finalmente sometida a
analisis mediante cromatografia. En este sentido, los hidrocarburos halogenados
convencionales (cloroformo, tetracloruro de carbono, clorobenceno, etc.) son los
disolventes mas comunmente seleccionados. No todas las aplicaciones de DLLME
implican el uso de disolventes organicos de mayor densidad que el agua. De hecho, los
ILs y algunos disolventes organicos menos densos que el agua, 1-undecanol, 1-octanol,
1-dodecanol y 2-dodecanol, han proporcionado muy buenos resultados para la extraccion
de determinadas especies quimicas [31]. Ciertamente, aquellos disolventes con punto de
fusién cercanos a temperatura ambiente (10-30 °C) cuentan con la posibilidad de
recuperar la fase enriquecida por enfriamiento, evitando la etapa de centrifugacién, en
este caso hablamos de la técnica conocida como DLLME con solidificacion de gota
organica flotante (SFOD) [32].

Como ya hemos mencionado, el volumen de fase extractante tiene un efecto
importante en el EF. Aumentando el volumen del disolvente extractante, aumenta el
volumen de la fase sedimentada o flotante obtenida tras la centrifugacion, lo que implica
un aumento de la eficiencia de extraccion y una disminucién del EF como consecuencia
de un efecto de dilucion. Por tanto, el volumen 6ptimo del disolvente extractante debe
asegurar tanto EFs altos como un volumen suficiente de la fase enriquecida que permita
su analisis. Se precisa una baja relacion fase aceptora/fase dadora y una relacién de

reparto alta, entendiendo esta ultima como la relacién entre la concentracion de analito
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en la fase extractante y la concentracion inicial en la disolucion de la muestra. Los
volumenes generalmente empleados de disolvente extractante se encuentran en el

intervalo comprendido entre 10 y 50 pL.

La naturaleza del disolvente dispersante determina la distribucion del tamafio de
gota en que es dispersada la fase extractante, asi como la viscosidad de la emulsién
formada. La seleccion del disolvente dispersante viene condicionada en primera instancia
por su miscibilidad tanto en el disolvente extractante como en la fase acuosa. Los
disolventes dispersantes mas ampliamente empleados, ordenados segun su frecuencia
de uso son metanol, acetonitrilo, acetona y etanol. Los surfactantes Tween-20, Tween-
80 y dodecilsulfato sédico, asi como algunos ILs se han empleado también como agentes

dispersantes, aunque en menor extension [31].

El volumen del disolvente dispersante influye de forma directa en la formacion de
la emulsién (agua/disolvente dispersante/disolvente extractante), en el grado de
dispersion de la fase aceptora en la fase dadora y, por tanto, determina la eficiencia de
extraccion. Este volumen modifica el volumen de fase enriquecida finalmente obtenida,
por lo que se recomienda en la optimizacion de este parametro, maodificar los volimenes
del disolvente dispersante y extractante simultaneamente, para conseguir un volumen
constante de la fase sedimentada. El volumen 6ptimo de dispersante viene determinado
por el volumen tanto de la fase acuosa como del disolvente extractante. Los volimenes

mas empleados de agente dispersante en DLLME se hallan entre 1y 2 mL.

Otros parametros que afectan en DLLME, aungue en menor extension que los
anteriormente citados son volumen de muestra acuosa, concentracion de sal y pH de la

disolucion de la muestra, asi como el tiempo y la velocidad de centrifugacion.

El valor de EF es directamente proporcional a la relacion volumen de
muestra/volumen de fase extractante. Los volimenes de muestra generalmente
aplicados en DLLME se hallan en el intervalo 10-20 mL, ya que volimenes mayores
dificultan la transferencia de masa y la extraccion de los analitos. La presencia de ciertos
agentes quimicos en el medio de extraccion puede disminuir la solubilidad de los analitos
en la fase acuosa favoreciendo su transferencia a la fase extractante. El cloruro sodico,
en concentraciones entre 1 y 30% m/v, ha sido usado en la preconcentracion de ciertos
compuestos organicos. Por otro lado, el pH de la fase acuosa influye en la extraccion de
compuestos ionizables, debiéndose ajustar en el intervalo de valores en el que los

analitos no se hallen en formas ionizadas.



Introduccién 41

La etapa de centrifugacion es incluida en el proceso DLLME para romper la
dispersion. Las condiciones aplicadas en esta etapa son muy variadas, encontrando en
la bibliografia con mayor frecuencia velocidades y tiempos de centrifugacion en los
intervalos 3000-4000 rpm y 2-3 min, respectivamente [31].

El tiempo de extraccion no es una variable que afecte en DLLME, como ya se ha
comentado anteriormente, el equilibrio de reparto se alcanza casi de forma instantanea
al producirse la dispersion de la fase aceptora en el seno de la dadora, proporcionando

una altisima area superficial de contacto entre ambas fases.

2.1.2. Modalidades de DLLME

DLLME es la técnica LPME que ha dado lugar a un mayor numero de
publicaciones cientificas en los ultimos afios, habiendo sido aplicada en dos Capitulos de
esta Tesis Doctoral. Una busqueda en la base de datos Web of Science encuentra casi
1600 articulos de investigacion que hacen referencia a DLLME en los ultimos 5 afios
(2015-2019). Sin embargo, en su forma de aplicacidbn convencional, presenta algunos

inconvenientes y limitaciones que se hallan en continua revision, tales como [26]:

a) Los disolventes organoclorados no son respetuosos con el medio ambiente.
Para paliar este inconveniente, su sustitucion por disolventes menos densos
gue el agua, ferrofluidos y disolventes verdes como los ILs, ha sido propuesta

en diferentes ocasiones.

b) El uso de un disolvente dispersante compite con el disolvente extractante
durante la extraccion y puede reducir los EFs. En este sentido, la aplicacion
de energia de ultrasonidos o vortex, asi como el uso de surfactantes y diéxido
de carbono disuelto, han proporcionado efectos comparables a los de los

disolventes organicos dispersantes.

c) La centrifugacién es necesaria para que se produzca la separacion de las
fases. El uso de nuevos dispositivos para la ruptura de la turbidez, implicando
purga con aire, adsorcion fisica sobre nanomateriales, o demulsificacion
asistida por disolventes resultan interesantes opciones para obviar la etapa

de centrifugacion.

d) Aunque de muy sencilla aplicacion, la automatizacion del proceso DLLME

siempre puede facilitar y agilizar el tratamiento de un nimero elevado de
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muestras. En este sentido, aparece en la bibliografia la implicacién de
sistemas de andlisis por inyeccion en flujo, analisis por inyeccién en flujo con

multijeringas o analisis de inyeccion secuencial.

e) Lacombinacion de DLLME con otros métodos de tratamiento de muestra ha
sido propuesta para incrementar la sensibilidad y selectividad de
procedimientos. Asi podemos encontrar combinaciones con otras técnicas de
extraccion convencionales, como extraccién en fase sdlida (SPE), y con
técnicas miniaturizadas de extraccibn como extraccion por adsorcion sobre
barras agitadoras (SBSE), extraccion en fase sélida magnética (MSPE) o
incluso combinacién de varias etapas DLLME [31].

En resumen, se han propuesto numerosas variaciones de la DLLME aplicada en
modo convencional con objeto de solucionar cada una de sus desventajas y desarrollar
una técnica mas eficiente, mas sencilla y mas respetuosa con el medio ambiente. Esto
ha dado lugar a un gran nimero de acrénimos para técnicas que tienen variaciones
minimas o incluso para referirse a la misma técnica, lo que hace que muchas veces sea
tediosa la clasificacién. Sandrejova y colaboradores [22] propusieron una estandarizacion

y simplificacién en relacion a la terminologia en el &mbito de la DLLME.

2.1.3. Acoplamiento DLLME-Técnicas cromatograficas

El uso de disolventes organicos volatiles e inmiscibles en agua como fases
extractantes en DLLME convierte a la GC en la técnica de andlisis preferida para los
extractos preconcentrados. Ahora bien, si los analitos no son compatibles con GC, por
presentar marcardo caracter polar, ser termolabiles, o de baja volatilidad, ser& necesario
someterlos a reacciones de derivatizacion que los transformen en derivados con
caracteristicas adecuadas para su andlisis mediante GC. En este sentido, los reactivos
derivatizantes compatibles con medios acuosos, como el anhidrido acético, han sido
empleados de forma previa a la aplicacion de la etapa DLLME, incrementando al mismo
tiempo su eficiencia de extraccion. La combinacién de derivatizacién y microextraccion
en una Unica etapa también ha sido propuesta, teniendo lugar la formaciéon de los
derivados en la fase organica extractante [33]. La derivatizacion de los analitos también
ha sido llevada a cabo una vez preconcentrados mediante DLLME, previa evaporacion
del disolvente extractante [34] o en el puerto de inyeccion del sistema cromatografico
[35], en ambos casos aplicando una reaccion de sililacion usando bis(trimetilsilil)

trifluoroacetamida (BSTFA) como reactivo derivatizante.
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Para el andlisis directo de los extractos DLLME mediante LC, el disolvente
extractante empleado debe ser compatible con la fase moévil. Sin embargo, los disolventes
orgéanicos halogenados, debido a sus altas densidades y naturaleza hidrofobica, no son
compatibles con LC en fase reversa (RP). Para resolver este problema es necesario
incluir etapas adicionales como la evaporacion del disolvente y reconstitucion del residuo
seco en otro compatible con LC, o aplicar una re-extraccion de los analitos en un

disolvente adecuado [33].

2.2. EXTRACCION EN PUNTO DE NUBE

Los tensioactivos son moléculas que presentan una parte polar hidrofilica de
pequefio tamafio (cabeza) y una parte apolar hidrofébica larga (cola) que, cominmente,
es una cadena hidrocarbonada lineal, aunque también puede ser ramificada o
conteniendo anillos aromaticos. El uso de surfactantes en procesos de extraccion ha
despertado un interés creciente debido a que estos agentes no son toxicos, y a que
proporcionan rapidas y eficientes preconcentraciones con cantidades minimas de los

mismos [36].

En disolucibn acuosa y a muy bajas concentraciones, los tensioactivos
generalmente se hallan en forma de monomeros. Cuando la concentracion de
tensioactivo supera un determinado valor, conocido como concentracién micelar critica
(CMC), los mondmeros sufren asociacion espontanea formando agregados, de entre 60
a 100 monémeros, pudiendo dar lugar a las llamadas micelas normales o acuosas, en
las que las colas de los monémeros se hallan blindadas, vesiculas y micelas reversas,
encontrandose blindadas las cabezas de los monémeros en este (ltimo caso.
Normalmente las micelas tienen forma esférica, aunque pueden tener otras formas,
dependiendo de la naturaleza del surfactante y de las propiedades de la disolucién. La
Figura 2 muestra un esquema del proceso de asociacion espontanea de los monémeros,

donde puede apreciarse la estructura para los distintos tipos de micelas.
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Figura 2. Procesos de agregacion de monodmeros [36].

Las micelas tienen capacidad para extraer solutos de diferente naturaleza, lo que
es aprovechado desde el punto de vista analitico para el desarrollo de procedimientos de
extraccion. La técnica CPE fue introducida en 1976 por Watanabe y colaboradores [37],
siendo la metodologia de extraccibn mas conocida que emplea surfactantes. Estos
agentes también se usan en extraccion coacervativa (CAE), siendo esta técnica mucho
menos popular que CPE. En el proceso de coacervacion aparecen dos fases

diferenciadas por lo que la disolucién muestra turbidez.

Los coacervados son liquidos ricos en surfactantes inmiscibles en agua que se
producen en disoluciones coloidales por accién de agentes deshidratantes. La técnica
CAE utiliza coacervados obtenidos a partir de surfactantes i6nicos anfifilicos por adicién
de un electrolito, un disolvente miscible en agua en el que la macromolécula presenta
baja solubilidad o por cambios de pH en la disolucién. En la técnica CPE el coacervado
se forma a partir de surfactantes no i6nicos por un aumento de temperatura de la
disolucién hasta un valor conocido como temperatura de punto de nube. La temperatura
de punto de nube depende de la naturaleza del tensioactivo, de su concentracion, asi
como de la presencia de sales, 4cidos y bases, entre otros compuestos. Aunque la
formacion de dos fases a partir de una Unica fase homogénea es inducida de forma
diferente en CAE y CPE, la Figura 3 muestra que los procesos fisicos y quimicos en
ambas técnicas de extraccion son similares. Las etapas implicadas en CPE son: a)
asociacion de los analitos presentes en la fase dadora con los agregados micelares, b)

aumento de la temperatura por encima de la temperatura de punto de nube, provocando
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la separacion del coacervado de la fase acuosa, y c) separacion de las fases,

generalmente por centrifugacion o decantacion, con enfriamiento previo de la mezcla.
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Figura 3. Comparacion de las etapas implicadas en CPE y CAE [38].

Los surfactantes neutros mas empleados en CPE son los basados en
polioxietileno, tales como Tritdbn X-100, Tritén X-114, Brij 30, Brij 56, Brij 97 y Tween 80,
con temperaturas de punto de nube comprendidas entre 2 y 69 °C, que corresponden a

Brij 30 y Brij 56, respectivamente.

La extraccion y preconcentracidbn de compuestos inorganicos ha ocupado el
grueso de aplicaciones de CPE durante mucho tiempo, habiendo sido ampliado su campo

de aplicacion en los dltimos afios también a compuestos organicos [38].

La aplicacién de CPE implica el uso de equipamiento basico de laboratorio y se
caracteriza por su sencillez y velocidad. En la mayoria de los casos, no se requieren
etapas adicionales de limpieza de los extractos obtenidos antes de su analisis
cromatografico. Sin embargo, en ocasiones, los surfactantes pueden provocar
interferencias dependiendo del analisis. Ademas, la eficiencia de extraccion del proceso
CPE disminuye al aumentar el caracter polar de los analitos y para compuestos de
elevada volatilidad o térmicamente inestables [38]. Cuando se compara con otras
técnicas de extraccion, el uso de pequefios volimenes de surfactantes no volatiles, la
facil aplicacion y la combinacion de extraccion y enriquecimiento en una Unica etapa, son

ventajas que han de ser destacadas.
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2.2.1. Acoplamiento de CPE a sistemas cromatograficos

Debido a la elevada viscosidad y baja volatilidad de los coacervados, el uso de
GC para el analisis de los extractos se halla muy limitado, aunque se han propuesto
algunas aplicaciones mediante desorcion térmica con microviales provistos de insertos
[39] o llevando a cabo una re-extraccion en un disolvente compatible con GC [40]. La
técnica mas comunmente empleada para el andlisis de los extractos obtenidos mediante
CPE es LC-UV o LC-MS, aunque también debido a la elevada viscosidad de la fase

extractante, ésta es diluida de forma previa a su inyeccién en el sistema cromatografico.

CPE ha sido la técnica de preconcentracion aplicada en esta Tesis Doctoral para

la preconcentracion de vitamina K aplicando LC-MS/MS para el analisis.

3. LA DERIVATIZACION EN EL PROCESO ANALITICO

La inclusion de una etapa de derivatizacion en el andlisis de muestras se lleva a
cabo para facilitar el aislamiento, separacion o deteccién de los analitos o incluso cuando
proporciona resultados mas robustos, mejora la precision del método o simplifica su
aplicacion. Son numerosos los compuestos que carecen de grupos croméforos para su
deteccién mediante espectrometria UV-visible, fluoréforos para deteccion fluorescente y
guimioluminiscente, electr6foros para deteccion electroquimica, o no son eficientemente

ionizados para su deteccion por MS.

Aquellos compuestos que presentan grupos funcionales reactivos, pueden
adquirir las caracteristicas de deteccién requeridas modificando su estructura quimica a
través de una reacciéon quimica adecuada. La derivatizacion también puede usarse para
minimizar interferencias de la matriz de la muestra, desplazando el analito a una zona del
cromatograma en la que la respuesta del detector sea despreciable para dicha matriz.
Aunque también podria ocurrir que los compuestos derivatizados sean mas dificiles de
separar en columna o se alargue demasiado el tiempo de separacién. No todos los
reactivos derivatizantes se comportan de igual modo, y por supuesto, un reactivo
adecuado para la deteccion no tiene por qué conducir a una separacioén cromatografica

poco eficiente.

Las reacciones de derivatizacion pueden llevarse a cabo de forma previa a la
separacion cromatografica o posterior, en este Ultimo caso afectando solo a la deteccion
de los compuestos. En ocasiones, la reaccién se aplica antes del aislamiento de los

analitos desde la muestra con objeto de mejorar su recuperacién y/o incrementar la
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selectividad del método de extraccion aplicado. Las reacciones de derivatizacion
aplicadas pre-columna deben ser cuantitativas y la generacion de productos secundarios
debe ser minima. Siempre que sea posible, las muestras se procesan en lotes con un
alto nivel de automatizacion, controlando las condiciones de reaccién que habran sido
previamente optimizadas. Cuando el reactivo y el analito derivatizado comparten una
estructura comun, que sera la responsable de la respuesta en el detector, debe eliminarse
el exceso de reactivo derivatizante y otros productos de la reaccion, si interfieren en la
separacion o deteccion de los analitos. Para ello, resulta muy interesante disponer de un

método sencillo.

Las derivatizaciones post-columna se llevan a cabo en reactores de flujo continuo
y NO necesitan ser cuantitativas, aunque si reproducibles. El disefio del reactor condiciona
el tiempo de reaccién, que debe ser suficientemente corto como para que la resolucién
de la columna no se vea disminuida por difusion en este dispositivo. En estos casos, si el
exceso de reactivo y subproductos de la reaccion no son separados de los analitos
derivatizados, es necesario que no respondan al detector en las condiciones
seleccionadas, en caso contrario sera necesario su separacion antes de su entrada en el
detector [41].

4. CROMATOGRAFIA LIQUIDA

Como ya se ha indicado anteriormente, el andlisis de los extractos obtenidos en
la etapa de preparacion de muestra suele llevarse a cabo mediante técnicas de
separacion de alta eficiencia, como las técnicas cromatograficas, que generalmente se
usan para separar mezclas en sus especies quimicas individuales de forma previa a su

determinacion final con un detector adecuado.

La complejidad de las muestras objeto de estudio en la presente Tesis Doctoral,
(muestras biolégicas, ambientales y de alimentos) implica que, aln cuando se usen
técnicas de deteccion altamente selectivas como las basadas en MS o
espectrofluorimetria (FLD), es necesario incluir una etapa previa de separacion

cromatogréfica.
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4.1. ESPECTROMETRIA DE MASAS ACOPLADA A LC

La combinacioén de la cromatografia con MS ha atraido gran interés en los Ultimos
afos. La primera combinacion comercial data de 1967, siendo para GC con MS. La
hibridacion GC-MS se ha aceptado como una técnica de andlisis de rutina, lo que muchos
autores adjudican a la disponibilidad de interfases tanto para columnas empaquetadas
como capilares, que permiten la transferencia eficiente de una gran variedad de
compuestos, susceptibles de ser separados mediante GC, hasta el espectrémetro. La
realidad es que para que los compuestos puedan ser separados mediante GC, han de
ser volatiles a las temperaturas usadas para la separacion, y térmicamente estables;
siendo precisamente estas caracteristicas, los requisitos necesarios para producir un

espectro de masas empleando impacto electronico (El) o ionizacién quimica (Cl).

Sin embargo, esto no es asi cuando se considera la combinacién LC-MS. Las
incompatibilidades entre ambas técnicas impiden que puedan combinarse de forma
directa, ya que LC opera en fase condensada y MS a alto vacio. Por ello, resulta
necesario incluir una interfase capaz de eliminar la fase movil. Hasta hace dos décadas,
no se disponia de una interfase apropiada de LC con MS porque este acoplamiento no
se consideraba natural, ya que no solo los analitos han de ser ionizados sino que también
se requiere la vaporizacién de la fase movil. En la actualidad, este problema ha sido
resuelto con las fuentes de ionizacién a presion atmosférica (API), que han convertido
LC-MS en un método ideal y ampliamente usado debido a su gran especificidad,
sensibilidad y eficiencia [15, 42]. Las técnicas APl son compatibles con los sistemas
eluyentes de RP-LC, considerando el uso de disolventes volatiles y aditivos en la

separacion cromatogréafica y manteniendo las ventajas de LC [43].

Desde finales de los afios 80, LC-MS ha incrementado notablemente su
popularidad en distintos ambitos, tales como bioanalisis [1], analisis medioambiental [8]
y de alimentos [16, 44, 45]. Comparada con GC-MS, el acoplamiento LC-MS muestra una
serie de ventajas como su compatibilidad con el caracter polar de muchos compuestos
de interés bioanalitico y de la mayoria de los contaminantes. Ademas, la etapa de
derivatizacion de compuestos de baja volatilidad o térmicamente inestables es aqui
eludida, aumentando el nimero de compuestos quimicos susceptibles de ser analizados

de forma directa, reduciendo ademas el tiempo total de analisis.
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4.2. INTERFASES PARA LC-MS

Las interfases LC-MS mas usadas son fuentes de ionizacion por electrospray
(ESI), ionizacién quimica a presion atmosférica (APCI) y fotoionizaciobn a presion
atmosférica (APPI), siendo todas ellas fuentes API de ionizacion débil [15]. La Figura 4
compara la aplicabilidad de las tres técnicas de ionizacion ESI, APCIl y APPI de acuerdo

con el peso molecular de los compuestos y su polaridad.
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Figura 4. Comparacion del campo de aplicacién de los tres modos de ionizacion a
presién atmosférica [15].

Con ESI y APCI, se han desarrollado estrategias analiticas de LC-MS en muy
diferentes areas, como analisis ambiental, desarrollo de farmacos, analisis de residuos
de farmacos de uso veterinario, caracterizacion de productos naturales y caracterizacion

de biomoléculas como péptidos, proteinas, oligosacaridos, lipidos y oligonucleétidos [46].

Asi, ESI resulta la técnica de ionizacibn mas adecuada para compuestos
organicos de polaridad moderada a alta y elevado peso molecular (>1000 Da) [47]. APCI
es mas util para compuestos no iénicos, de polaridad baja a alta y de peso molecular
moderado. APPI se considera complementaria a ESI y APCI ya que amplia el intervalo
de compuestos analizables a moléculas de muy baja polaridad que no son facilmente
ionizables. Puede concluirse que no existe ninguna técnica de ionizacion util para todo

tipo de compuestos; es decir, ciertas moléculas son mas eficientemente ionizadas en un
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modo y otras requieren otro tipo de ionizacion, por ejemplo ESI o APCI. Ademas, una vez
seleccionada la técnica de ionizacién, algunas sustancias son determinadas de forma
mas efectiva a partir de sus iones cargados positivamente, mientras que para otras es
preferible la ionizacion negativa. Por ejemplo, los acidos son mas facilmente ionizados
con ESI en modo negativo, mientras que las aminas se ionizan mejor con ESI en modo

positivo.

Existen comercialmente disponibles una amplia variedad de disefios de fuentes API. Una
fuente API consta de cinco partes:

1. Eldispositivo de introduccién del liquido.

2. La region de fuente de iones a presion atmosférica, donde se generan los

iones por ionizacion ESI, APCI, APPI u otros medios.
3. Laapertura de muestreo de iones.
4. Lainterfase de presion atmosférica a alto-vacio: la region de transicion.

5. EI sistema de iones-0ptico, donde los iones generados en la fuente son

enriquecidos y transportados hacia el analizador de masas de alto vacio.

La Figura 5 muestra un esquema de una fuente API [46]. Es posible cambiar entre

ESI y APCI simplemente colocando el lateral derecho correspondiente.

Multipolo Orificio _muestreo Aguja ESI U 2
de RF Cono de iones precalentado
L 1
Analizador — \ B3 — ]
ESI APCI
—L| |T [ !7_“ H | |
J Ld Aguja de
Bomba Bomba Bomba descarga
turbo turbo rotativa

Figura 5. Esquema de una fuente API para LC-MS.

El principio operacional de la mayoria de interfases API y disefios generales de

fuente de iones es el siguiente [48]: el efluente de la columna de LC (o cualquier otro flujo
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liquido) es nebulizado en una regién de fuente de iones a presion atmosférica. La

nebulizacion se lleva a cabo:
1. Neumaéticamente, es decir, en el nebulizador calentado APCI.
2. Por medio de la acciéon de un campo eléctrico fuerte, es decir, en ESI.

3. Poruna combinacion de ambos, es decir, en ESI por spray de iones o asistido

neumaticamente.
4. Por impacto de fotones, APPI.

Los iones son producidos a partir de las gotas evaporadas, o por reacciones ion—
molécula en fase gaseosa, por la desorcion, evaporacion o desolvatacion suave de iones
a partir de estas gotas o por impacto de fotones. Los iones generados, junto con el vapor
del disolvente y el gas del bafio de nitrégeno, son muestreados por una apertura de
muestreo de iones en una primera etapa de bombeo. La mezcla del gas, vapor del
disolvente e iones se expande supersénicamente en esta regién de baja presion. El
nucleo de la expansion se muestrea por una boquilla en una segunda etapa de bombeo,
conteniendo los iones enfocados y dispositivos de transferencia para transportar de forma

Optima los iones al analizador de masas.

Desde el punto de vista del vacio, no es importante si se nebuliza una velocidad
de flujo de liguido alta o baja, porque el orificio de muestreo actlla como una restriccion
fija entre la region a presion atmosférica y la primera etapa de muestreo. Desde el punto
de vista de MS, no es importante si los iones son generados por ESI o APCI, aunque
pueden ser necesarias variaciones de voltaje ligeramente diferentes en las épticas de los

iones debido a algunas diferencias en las energias cinéticas de los iones.

La fuente mas ampliamente usada en LC-MS es ESI, donde la ionizacién tiene
lugar directamente desde la disolucion, que pasa a presion atmosférica a través de una
aguja coaxial, construida de acero inoxidable o un capilar interno de silice fundida donde
se aplica un elevado potencial (generalmente de 3 a 4 kV). El gas nebulizador se
introduce a través de un capilar externo de acero inoxidable. La nebulizacién del liquido
se debe a la accién combinada de la aplicacién de un campo eléctrico grande resultante
de la diferencia de potencial entre la aguja ESI y un contraelectrodo circundante, y la
nebulizacion neumética. La evaporacion del disolvente desde las gotas es asistida por
una corriente de gas nitrégeno. Con la evaporacion del disolvente, las gotas van
disminuyendo progresivamente de volumen hasta alcanzar un punto critico en el que la

repulsion electrostatica es mayor que la tension superficial, por lo que la gota sufre una
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desintegracion electrohidrodindmica inducida por el campo o explosién de Coulomb. Esto
da como resultado la formacion de microgotas altamente cargadas. De las microgotas,
aparecen iones en la fase gaseosa debido a la emision o desorcién de iones preformados
de la superficie de la gota (modelo de evaporacion de iones) o debido a la desolvatacion
suave de iones preformados (modelo de carga-residuo) [49]. Esta secuencia de eventos
gue lleva a la formacion de iones en fase gaseosa en ionizacién por electrospray se
muestra en la Figura 6. Los iones producidos son principalmente los derivados de la
incorporacion o cesion de uno o varios protones a las moléculas, aunque también pueden

formarse iones correspondientes a aductos con otras especies presentes en la fase movil.
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0@ ®
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/\
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los iones formados en de los iones formados a la fase
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Figura 6. Secuencia de eventos conducente a la formacion de iones en ESI.

Existen algunas reglas basicas para la eleccién del modo de ionizacién y la

interfase mas adecuados [42, 50].

Una caracteristica de la especificidad de LC-MS es su habilidad para simplificar o
incluso eliminar la preparacion de la muestra, por lo que la separacion cromatogréafica
adquiere una mayor frecuencia de muestreo. A pesar de esto, la complejidad de la
muestra y el nimero de compuestos que co-eluyen con los analitos generan un problema
muy importante en LC-MS, las interferencias de la matriz. Como ya se ha comentado con
anterioridad, estas interferencias son causadas por los coextractantes presentes en la
muestra inyectada que pueden causar aumento o supresion de la sefial de los analitos.
El efecto matriz se relaciona con la fuente de ionizacién y es atribuido a la influencia de

los componentes de la matriz en los procesos de ionizacidn en las interfases API,
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causando un efecto positivo 0 negativo en la cantidad de iones formados a partir de los

analitos.

Estos efectos dependen fuertemente del compuesto, y son también mas
pronunciados con ESIy con APCly, en menor extension, con APPI porque en esta ultima
interfase, la ionizacion de los analitos depende de la energia necesaria para la ionizacion
del analito mas que de su afinidad por los protones como en las dos primeras. Este
fendbmeno puede comprometer la exactitud de los resultados analiticos en el andlisis de
trazas de muestras complejas. Sin embargo, el mecanismo exacto del fenébmeno de
interferencias de la matriz no es bien conocido, lo que ha dado lugar a diferentes teorias
sobre el origen del efecto matriz. Estos efectos provocan que la respuesta de un analito
en un disolvente puro varie significativamente en la matriz de una muestra. Esto se puede
comprobar facilmente comparando la respuesta obtenida de una disolucion estandar y

de una muestra pretratada fortificada (fortificacién post-extraccion).

Hay dos formas generales para eliminar el efecto matriz en andlisis cuantitativo.
En primer lugar, se pueden eliminar los constituyentes de la muestra responsables de
dichos efectos matriz. Esto implicaria mejorar el pretratamiento de la muestra y/o la
separacion cromatografica (eficiencia y/o resolucion). Aunque esto en principio seria lo
mejor, puede ser dificil de conseguir, especialmente en andlisis de multiresiduos, donde
pueden estar implicadas una variedad de interferencias. Alternativamente, se puede
reducir o eliminar la influencia que tienen los efectos matriz sobre la exactitud y/o
precision del método. Esto se puede conseguir mediante: cambio a otro método de
ionizacion, cambio de la composicién de la fase mévil y/o uso de estandarizacion
adecuada. En muchos casos, se pueden combinar varias posibilidades para conseguir
resultados cuantitativos. Sin embargo, la forma mas facil de eliminar el fenébmeno de
supresion/aumento por la matriz, sin ninguna limpieza de la muestra laboriosa y/o
separacion cromatografica complicada, es aplicar una técnica de calibracion apropiada

gue compense el efecto matriz.
Los efectos matriz en LC-API-MS pueden ser compensados con [47]:
e Dilucion de la muestra para diluir los componentes de la matriz.
e El uso de un estandar marcado isotopicamente.

e Cambiando la selectividad de la fase estacionaria empleada para la

separacion.
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e Examinando el modo positivo y negativo de ionizacion. El modo negativo es

menos propenso a sufrir efectos matriz.
e Probar otras fuentes ionizantes.

La adquisicion de datos en MS se puede llevar a cabo de distintos modos. Cada
uno de los modos presenta unas caracteristicas que lo hacen mas adecuado para cada
objetivo concreto. Los modos de adquisicion que se pueden aplicar son:

e Barrido de todos los iones (full scan). Bajo este modo de adquisicion, todas
las moléculas ionizadas en la interfase alcanzan al detector. Se realiza el

barrido de iones con el cuadrupolo y se obtiene un espectro de barrido total.

e Adquisicion de iones seleccionados (selected ion monitoring, SIM). La
adquisicion SIM esta dirigida a la medida de determinados iones que son

seleccionados en el analizador de masas.

4.3. ANALIZADORES DE MASAS EMPLEADOS EN LC-MS

El analizador de masas se considera el corazén del espectrometro de masas, el
principio fisico en el que se basa su disefio y forma de dispersar los iones y después
focalizarlos en funcién de la relacion masa/carga (m/z) es el que establece la diferencia
entre los distintos analizadores. El interés en la aplicacién de las técnicas LC-MS ha
estimulado significativamente el desarrollo y mejora en la tecnologia de los analizadores
de masas. Sin lugar a dudas, la espectrometria de masas ha adquirido una rapida y
creciente importancia, con propdsitos de deteccién, identificacién y/o confirmaciéon vy
cuantificacién, especialmente cuando se combina con técnicas cromatograficas en linea.
Desde el afio 2002, la revista cientifica Journal of Chromatography A ha publicado
numeros especiales titulados “Mass Spectrometry: Innovation and Application” dedicados

a reviews o trabajos regulares sobre investigaciones en MS [51-58].

La capacidad de un analizador se evallia de forma general en base a las siguientes
caracteristicas: rango de masas, resoluciéon de masa, eficiencia de transmisién de iones,
exactitud de masa, rango dinamico de linealidad, velocidad de barrido y sensibilidad. Por
otro lado, otros factores que también determinan la eleccién de un instrumento u otro son

su adaptabilidad y coste econémico.

El cuadrupolo simple (Q) ha sido el analizador mas comun en los laboratorios

hasta hace pocos afios, ya que ofrece un buen compromiso entre el rango de masas (de
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40 a 4000 amu), reproducibilidad y precision para la cuantificacion, ademas de una alta
sensibilidad a un precio razonable. Consta de cuatro barras metalicas en posiciones
paralelas. Cada par de barras opuestas estan conectadas eléctricamente y entre los dos
pares de barras se aplica un voltaje de radiofrecuencia (RF), sobre el que se sobreimpone
un voltaje de corriente continua (DC). Los iones viajan a través del cuadrupolo entre las
barras. Sélo los iones con un cierto valor de m/z alcanzan el detector para una relacion
dada de voltajes, los otros iones mostraran trayectorias inestables y colisionaran con las
barras. Esto permite la seleccién de un ion particular, o el barrido variando los voltajes.
En el experimento de barrido completo, los componentes de DC y RF se aplican a una
relacion constante, y los iones que entran de la fuente pueden pasar a través de las barras
sucesivamente. Para una combinacion especifica de DC y RF, so6lo puede pasar a su
través un rango muy pequefio de m/z, cuyo tamafio determina la resolucion del
instrumento. Esto puede traducirse en baja sensibilidad que hace este modo inapropiado
para determinar compuestos al nivel de trazas en la muestra. La Figura 7 muestra un

esquema de la separacion de iones mediante un analizador de tipo cuadrupolo.
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Figura 7. Esquema de separacion de iones mediante analizador tipo cuadrupolo [15].

La sensibilidad es mucho mayor cuando se trabaja en el modo SIM, para el que
los potenciales DC y RF se mantienen constantes, asi s6lo pasa a su través una relacion
m/z especifica. También se puede saltar entre diferentes voltajes para permitir detectar
secuencialmente mas de una relacion especifica m/z. Sin embargo, un inconveniente de
este modo es que sélo se puede medir un nimero limitado de iones para cada
compuesto, porque ESI y APCI se han disefiado para llevar a cabo un proceso de
ionizacion débil que conduce a un espectro de masas con sélo unos pocos iones. La

fragmentacion escasa de las moléculas se traduce en especificidad deficiente porque
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frecuentemente se observan interferencias isobaricas (compuestos con la misma relacién
m/z) en los extractos de matrices complejas.

Los instrumentos con analizador tipo Q usualmente estan limitados a medir
especies intactas generadas por la fuente de ionizacion, lo que se traduce en una pérdida
de selectividad. Este analizador de masas ha sido el mas utilizado durante muchas
décadas porque es relativamente barato, robusto, particularmente sensible en modo SIM
e ideal para aplicaciones de determinacion de trazas. Sin embargo, la ausencia de iones
fragmentados o los iones fragmentados que provienen de compuestos diversos que
coeluyen en el mismo pico en LC-MS, hacen dificil la asignacion de estructuras
(similarmente, el andlisis cuantitativo en modo SIM podria ser complicado cuando

contribuyen interferencias isobéricas a los picos cromatogréficos).

Se puede incrementar la selectividad de la deteccion con analizadores Q,
operando con una fuente ESI o APCI, cuando se induce la fragmentacion en la region de
la fuente de iones aumentando el voltaje. Este proceso es conocido como disociacion por
colision inducida (CID). Este procedimiento se refiere a la activacion de los iones en la
region entre la fuente de iones y el analizador, en la cual se puede iniciar la fragmentacion
por colisiones con moléculas de gas residual a presiones intermedias. Los iones
fragmentados generados se pueden utilizar para una elucidacion limitada de estructuras
0 con propdsitos de confirmacion. Las aplicaciones tipicas de los cuadrupolos simples
cuando se debe cumplir el criterio de la Unién Europea 2002/657/EC o cualquier otro
relacionado, incluyen barrido y cuantificacién. Sin embargo, un cuadrupolo triple (QqQ) o

una trampa de iones (IT) deberia utilizarse también con propdsitos de confirmacién [42].

El disefio de diferentes interfases LC-MS para permitir un proceso de ionizacién
suave que conduce a un espectro de masas con solo unos pocos iones hace que, la
mayoria de las veces, no sean suficientes para reconocer y cuantificar todos los analitos
de interés en la muestra. Progresivamente, por tanto, se han desarrollado otros
analizadores de masas para ayudar a resolver problemas analiticos. Entre estos
analizadores cabe destacar [42]: IT y el de tiempo de vuelo (TOF) (Figura 8), asi como
aquellas conformaciones capaces de llevar a cabo MS/MS, tales como el QqQ, la trampa
de iones cuadrupolar (QIT) o el hibrido QTOF. El poder de estas nuevas tecnologias
proporciona informacion estructural para la identificacién de compuestos desconocidos,
aumenta la especificidad de identificacién de los analitos a determinar y consigue alta

sensibilidad para determinacion de trazas.
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Figura 8. Esquema analizador tipo TOF.

Puesto que en esta Tesis Doctoral se ha aplicado el analizador QqQ en varios de
los procedimientos desarrollados, a continuacién detallaremos sus caracteristicas mas
importantes. El analizador QqQ es posiblemente el mas usado en MS/MS. En su modo
de operacion se aplican campos eléctricos para separar los iones de acuerdo con su
relacion m/z, a medida que pasan a través del espacio central comprendido entre cuatro
barras longitudinales dispuestas en torno a un eje central y equidistantes entre si. Se
aplica sobre dichas barras un voltaje de DC y un voltaje de RF que permiten que sélo las
moléculas con una relacion m/z determinada atraviesen el espacio cuadrupolar hasta
alcanzar el detector. El sistema global se halla sometido a alto vacio, evitando choques
entre los fragmentos ibnicos generados o con otras moléculas, que podrian dar lugar a

fragmentaciones indeseadas.

La Figura 9 muestra el esquema de un analizador QqQ, donde puede apreciarse
el acoplamiento de dos cuadrupolos, entre los que se encuentra la celda de colisién. La
fragmentacion de los iones transmitidos en el primer cuadrupolo por colision del ion
seleccionado con un gas inerte y la focalizacion hacia el detector, tanto de los fragmentos

ionizados como los no ionizados, constituyen las funciones de la celda de colision.
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De esta forma, se pueden medir los fragmentos generados en la celda de colision,
trabajando en modo de monitorizacion de reacciones multiples (MRM). La adquisicion en
esta modalidad de MS/MS permite alcanzar una gran selectividad, ya que ofrece la
posibilidad de aislar un determinado ion en la celda de colision, eliminando otros iones o
fragmentos de iones que puedan interferir. Ademas, esta elevada selectividad se traduce
en una mejora de la sensibilidad, pues la relacién sefial-ruido (S/N) se ve altamente
favorecida. Por todo ello, la informacion proporcionada por estos sistemas MS/MS

aumenta la selectividad y la informacién generada para la elucidacion estructural.
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Figura 9. Esquema de un analizador de masas QqQ [60].

Aln con todas estas ventajas, la técnica puede presentar algunas limitaciones

cuando se aplica en el modo MRM, tales como:

e Se requieren tiempos relativamente largos: es necesario caracterizar cada
analito (tanto iones precursores como fragmentos de iones) de forma
individual y hay que delimitar ventanas de tiempo para la localizacién de cada
analito, ya que las medidas en modo de barrido continuo no permiten medir

un nimero muy elevado de compuestos de forma simultanea.

e Cuando el numero de compuestos en estudio es muy alto, el periodo de
tiempo que el instrumento dedica a la medida de cada ion sera forzosamente
menor, lo que dificulta el analisis, ya que el tiempo dedicado por el detector a

la medida de cada analito queda limitado.

e Los periodos de tiempo para la adquisicion de cada analito tienen que
actualizarse periodicamente, puesto que los tiempos de elucion
cromatogréfica pueden verse modificados incluso dentro de una misma serie

de analisis.
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e La resolucién alcanzada con equipos de cuadrupolo es baja en muchos
casos, especialmente cuando la matriz de la muestra es compleja. Ademas,
a mayor nivel de complejidad, se incrementa la probabilidad de encontrar
compuestos isébaros que dificultan la identificacion.

La combinacion de LC o GC con analizadores QqQ es muy usada en las
determinaciones multiresiduo [61, 62], principalmente debido a la alta sensibilidad,
permitiendo llevar a cabo la deteccion y cuantificacion de los compuestos de interés con
gran exactitud. Por ello, la combinacién de QqQ-MS con LC o GC se utiliza también con

fines de confirmacion.

5. OPTIMIZACION DE LOS PROCEDIMIENTOS ANALITICOS

Las técnicas de optimizacién multivariante son en la actualidad ampliamente
aplicadas en la busqueda de las condiciones experimentales ideales para llevar a cabo
determinaciones analiticas, tanto para la evaluacion preliminar de los factores como para
la determinacion de las condiciones criticas de dichos factores. Asi, las técnicas de
optimizacion se pueden dividir en dos tipos de disefios: herramientas para evaluacion

preliminar de los factores y metodologias de superficie de respuesta [63].

El disefio factorial completo de dos niveles es el que cominmente se emplea para
la evaluacion preliminar de los factores, mientras que para la determinacién de las

condiciones criticas, el disefio central compuesto (CCD) es el mas aplicado [64].

La optimizacién de métodos analiticos es cada vez mas llevada a cabo a través
de técnicas quimiométricas, ya que permiten seleccionar las condiciones experimentales
mas adecuadas para los factores, considerando la interaccién entre éstos, con un minimo

consumo de reactivos y de tiempo.

La teoria y metodologia de los disefios experimentales de matriz ortogonal (OAD)
como método quimiométrico para la optimizacién de procedimientos analiticos ha sido
descrita en detalle [65-68]. OAD es un método de disefio experimental efectivo, rapido y
econdémico que implica el estudio de mudltiples niveles de factores y se basa en la
ortogonalidad de partes seleccionadas de los datos experimentales. Las principales

ventajas de OAD sobre otros disefios experimentales existentes son las siguientes:

1) OAD hace hincapié en un valor caracteristico promedio cercano al valor

objetivo mas que a un valor entre ciertos limites especificados.
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2) OAD es sencillo y facil de aplicar a muchas situaciones experimentales, lo
que hace de él una herramienta simple y poderosa.

3) Se puede usar para reducir rapidamente el alcance de un proyecto de
investigacion a partir de datos ya existentes.

4) El método OAD permite el andlisis de muchos parametros diferentes sin una
cantidad excesivamente elevada de experimentalidad. De esta forma, permite
identificar los parametros clave que pueden tener mayor efecto sobre las
caracteristicas de rendimiento del proceso. Asi, se pueden llevar a cabo
posteriores experimentos sobre estos parametros e ignorar los parametros

gue tengan un efecto pequefio.

La principal desventaja del método OAD es que los resultados obtenidos s6lo son
relativos y no indican exactamente qué parametro tiene el mayor efecto sobre el valor de

rendimiento caracteristico.

El método OAD ha sido aplicado para la optimizacién de diversos procedimientos
de tratamiento de muestra, tales como los basados en LPME aplicados en la presente
Tesis Doctoral: DLLME [69] y CPE [70].

Los procedimientos analiticos se pueden optimizar utilizando OAD basados en el
método Taguchi [71]. De este modo, todos los factores son considerados conjuntamente
en un disefio de matriz ortogonal balanceado de acuerdo con el nimero de parametros,
llevando a cabo experimentos basados en el OAD, analizando los datos, identificando las
condiciones Optimas y realizando experimentos de confirmacion con los niveles

optimizados para todos los parametros.

Se considera la influencia de los factores tanto sobre la respuesta media como

sobre la S/N, que es calculada como la respuesta mas alta:

n

181
S/N=-10log| =Y =
ngyf

donde n es el nimero de repeticiones e yi son los valores de las respuestas

experimentales obtenidas para cada ensayo.

Posteriormente, se lleva a cabo un analisis estadistico de la varianza (ANOVA)
para establecer cudles de los parametros estudiados influyen significativamente en el
rendimiento del proceso y sus porcentajes de contribucion, calculando la suma de las

desviaciones al cuadrado, la media al cuadrado y el valor de las relaciones de varianza,
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F. A partir de los valores de F calculados, se puede deducir cuales son los factores
considerados en el disefio experimental que estadisticamente son significativos al nivel
de confianza del 95% (en aquellos casos en que el valor de F calculado sea mayor que
el valor critico). La bondad del experimento disefiado viene dada por la contribucion del
error residual a la variabilidad de la sefial. Por tanto, a partir de los porcentajes de
contribucién se puede deducir cual es el factor mas importante. Se aplican entonces las

condiciones optimizadas para el método analitico.

En esta Tesis Doctoral se han utilizado tanto procedimientos de optimizacion
univariantes como procedimientos multivariantes y, en ambos casos, se han obtenido

buenos resultados analiticos.
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DETERMINACION DE GLIOXAL Y METILGLIOXAL EN ORINA
MEDIANTE MICROEXTRACCION DISPERSIVA LIQUIDO-LIQUIDO
ASISTIDA POR SURFACTANTE Y CROMATOGRAFIA LIQUIDA

RESUMEN

Se propone la determinacion de dos importantes marcadores del estrés oxidativo,
glioxal (GO) y metilglioxal (MGO), en orina humana mediante cromatografia liquida con
deteccion fluorescente (LC-FLD). Los analitos son previamente transformados en
derivados fluorescentes por reaccion con 2,3-diaminonaftaleno (0,8 mM) y seguidamente
preconcentrados mediante la técnica de microextraccion dispersiva liquido-liquido
asistida por surfactante (SA-DLLME). La etapa de preconcentracion se lleva a cabo por
adicion de 500 pL de una disolucién reguladora (pH = 10,5) y 25 pL de Triton X-114 (0,03
M) a 2,5 mL de muestra, y dilucién hasta 10 mL, antes de proceder a la inyeccién rapida
de una mezcla conteniendo 75 uL de 1-undecanol (disolvente extractante) y 0,5 mL de
etanol (disolvente dispersante). El método puede ser utilizado para la determinacion de
GO y MGO en orina humana con limites de deteccién de 13y 16 ng L, respectivamente.
La exactitud del método desarrollado fue estudiada a través de ensayos de recuperacion

obteniendo valores dentro del intervalo 88-103%.

SA-DLLME
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I.1. INTRODUCCION

Los compuestos objeto de estudio en este capitulo pertenecen a la familia quimica
de los a-oxoaldehidos. Se trata de glioxal (GO), también conocido como oxaldehido o
etanodial, y metilglioxal (MGO), que también puede nombrarse como 2-oxopropanal,
actilformaldehido o piruvaldehido. En la Figura 1.1 se muestra la férmula quimica de
ambos compuestos organicos, donde puede apreciarse que se trata de estructuras muy
sencillas tipo RCO-CHO, donde R es un hidrégeno o un grupo metilo segun se trate de
GO o0 MGO, respectivamente.

O O

H CHj
O O

Glyoxal Metilglyoxal

Figura I.1. Estructura de los compuestos a-dicarbonilicos estudiados.

Para la sintesis de GO a nivel industrial se proponen dos alternativas: oxidacion
de etilenglicol en fase gaseosa en presencia de catalizadores de plata o cobre u oxidaciéon
de acetaldehido en fase acuosa en presencia de acido nitrico [1]. En los organismos
Vivos, la sintesis de MGO tiene lugar por degradacion de carbohidratos mediada por la
enzima metilglioxal sintetasa. Ambos compuestos se comercializan generalmente en
disolucion acuosa a una concentracion del 40% m/v. Si bien en fase acuosa se

encuentran en forma de oligémeros hidratados.

Las aplicaciones comerciales de GO y MGO son muy variadas. El GO se utiliza
principalmente como agente de reticulacién o endurecimiento en la sintesis de resinas
gue, posteriormente, seran usadas en la industria textil o del papel, para mejorar la
resistencia a la humedad de sus productos. Ademas, GO también se usa en la sintesis
organica de imidazoles y en la investigacidbn sobre el &cido ribonucleico ya que
interacciona con las guaninas libres. A pesar de los efectos adversos que la acumulacion
de MGO puede provocar en la salud humana, este compuesto despierta interés en la
industria farmacéutica, ya que se le atribuyen propiedades antibacterianas y, a muy bajas
concentraciones, se emplea en el tratamiento terapéutico de diversas patologias menores

[2]. Aunque el interés industrial de estos dos compuestos es importante, la mayoria de
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los estudios realizados sobre ellos van dirigidos a determinar su grado de implicacion en
procesos quimicos, en muchos casos relacionados con enfermedades humanas, lo que

explica el interés que suscitan como biomarcadores.

La presencia de niveles altos de azlcar en sangre ha sido relacionada con la
formacion de productos finales de glicacién avanzada (AGEs). Ciertos compuestos del
grupo de los a-oxoaldehidos, como GO y MGO, estan implicados en los procesos de
glicacién no enzimética de proteinas, una reaccion enddgena que tiene lugar entre el
grupo aldehido de un azlcar reductor y una amina primaria proteica, de acido nucleico o
de lipido. Los compuestos a-dicarbonilicos asi formados son mas reactivos que los
azucares de los que provienen, y sus reacciones con las proteinas dan lugar a los AGEs
[8]. GO y MGO, asi como otros AGEs, han sido relacionados con complicaciones
diabéticas, ineficiencia de los mecanismos de eliminacion y otros desérdenes

relacionados con la edad, como las enfermedades de Alzheimer y Parkinson [4, 5].

Debido a la implicaciéon de estos compuestos en procesos que pueden provocar
dafios en la célula como, por ejemplo: estrés oxidativo, activacion del sistema inmune,
problemas con la activacion de enzimas, disfunciones en las mitocondrias, dafios en la
bicapa lipidica e incluso muerte celular, el organismo cuenta con mecanismos para su
eliminacion, en los que se hallan involucradas enzimas. Las enzimas glicolasas juegan
un papel fundamental en los mecanismos de eliminacién de MGO, en los que el glutatién

actlia como cofactor para transformar el MGO en el correspondiente hemitioacetal [6].

Los compuestos a-dicarbonilicos mas simples son GO y MGO, considerandose
glicotoxinas que pueden provocar complicaciones especificas en diabetes mellitus [7].
Debido al aumento a escala mundial de casos de diabetes en la poblacion, especialmente
en los paises desarrollados [8], resulta de gran importancia disponer de métodos
analiticos de alta selectividad y sensibilidad para la monitorizacion de ambos

compuestos.

La evaluacion de biomarcadores para el control clinico rutinario de pacientes se
realiza normalmente a través de la orina, ya que este tipo de muestra es facil de obtener
y posee una matriz relativamente simple, si la comparamos con otros fluidos bioldgicos.
Ademas, se ha demostrado que el analisis de orina recogida por la mafiana proporciona

resultados muy fiables para el control clinico [9].

En la bibliografia aparecen varios métodos para la determinacion GO y MGO en
orina, incluyendo cromatografia liquida (LC), que es la técnica de separacion mas

utilizada, y cromatografia de gases (GC) [10, 11]. Para la separacién mediante LC, se
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han empleado diferentes agentes derivatizantes para formar compuestos cromoéforos,
fluoréforos o derivados adecuados para la determinaciéon mediante espectrometria de
masas (MS). Asi, estos compuestos pueden ser determinados mediante LC con
deteccion fluorescente (FLD) usando diferentes reactivos derivatizantes, tales como 2,3-
diaminonaftaleno (DAN) [12], 5,6-diamino-2,4-hidroxipirimidina [13, 14], 6-hidroxi-2,4,5-
triaminopirimidina [3, 15] y 4-metoxi-o-fenilendiamina [16]. Ademas, la derivatizacion de
MGO con 2,4-dinitrofenilhidracina se ha propuesto para el analisis de orina usando LC
acoplada a un detector ultravioleta-visible (UV-Vis) [17]. Por otro lado, ambos
compuestos, GO y MGO, se han cuantificado en orina mediante electroforesis capilar
(CE) con deteccion amperométrica usando para la derivatizacion, acido 2-tiobarbitarico
[18].

Otras muestras bioldgicas, tales como plasma, células, tejidos y sangre, también
se han analizado mediante LC para la determinacion de su contenido en GO y MGO.
Para ello, los compuestos son transformados en derivados tipo quinoxalina, por reaccion
con 1,2-diamino-4,5-dimetoxibenceno [19, 20], 1,2-diaminobenceno [7, 21, 22] y DAN [23-
26].

La complejidad de las muestras biologicas obliga a incluir varias etapas en el
tratamiento de las muestras para obtener extractos limpios y enriquecidos con los
analitos. En este contexto, las técnicas extraccion liquido-liquido (LLE) [17] y extraccién
en fase sdlida (SPE) [3] se han usado para la determinacion de GO y MGO en orina,
aunqgue estas técnicas clasicas no cumplen los principios de la Quimica Analitica Verde
(QAV). Algunos autores, han aplicado LLE usando pequefas cantidades de disolventes
organicos [11, 16], pero los procedimientos propuestos no se consideran incluidos en el
ambito de las técnicas de microextraccion. Las técnicas miniaturizadas de
extraccién/preconcentracion han conseguido que las etapas de preparacion de la
muestra sean consideradas dentro de la ideologia de la QAV, ya que pueden alcanzar
extracciones muy eficientes utilizando cantidades minimas de disolventes organicos. En
este sentido, la extraccién por adsorcibn sobre barras agitadoras (SBSE) ha
proporcionado resultados muy satisfactorios en la cuantificacion de GO y MGO en orina
[12].

En la mayoria de los casos, los tiempos requeridos para el tratamiento de la
muestra son menores cuando se utilizan técnicas de microextraccién en fase liquida
(LPME) en lugar de SBSE, asi como en otras técnicas miniaturizadas donde los analitos
son extraidos hacia una fase solida. Ademas, las técnicas de LPME implican un bajo

coste y han demostrado sobradamente su robustez. Entre los diferentes tipos de técnicas
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de LLME, destaca la microextraccion dispersiva liquido-liquido (DLLME) como técnica
miniaturizada muy simple y consistente en la generacion de microgotas de la fase
aceptora dentro de la fase acuosa usando un disolvente dispersante para aumentar la
superficie de contacto. La dispersién de la fase aceptora tiene como consecuencia la
extraccion casi instantanea de los compuestos de interés [27, 28].

En este estudio se propone por primera vez un procedimiento analitico para la
determinacion de GO y MGO en orina humana empleando DLLME. Asi, se presenta la
optimizacion, validacion y aplicacion de un nuevo método analitico basado en DLLME y
LC-FLD, siendo detectados los analitos como sus derivados fluorescentes de quinoxalina

obtenidos mediante reaccién con DAN.

[.2. PARTE EXPERIMENTAL
1.2.1. REACTIVOS

Se utilizaron disoluciones individuales de GO (oxaldehido, férmula molecular:
C2H20,) y MGO (acetilformaldehido, formula molecular: CsH4O2) en agua al 40% m/v
(6,89 y 5,55 M para GO y MGO, respectivamente), 2,3-diaminonaftaleno (DAN, 99%
pureza), 3,4-hexanodiona (95%, empleada como estandar interno, 1S), creatinina anhidra
(98%) y acido picrico (98%) de Sigma (St. Louis, MO, USA). Las disoluciones estandar
de GO y MGO de 1000 pg mL™* se prepararon en agua y se guardaron en viales ambar a
—20 °C. Las disoluciones estandar de trabajo fueron preparadas diariamente en agua y
guardadas a 4 °C. El agente derivatizante se prepard en dimetilsulféxido (DMSO) a una

de concentracion de 25 mg mL? (158 mM).

Acetonitrilo, etanol, metanol, acetona, 1l-octanol, 1-undecanol, 1l-dodecanol,
tolueno, xileno, 2-octanona, 2-undecanona y DMSO, todos de calidad cromatogréfica, se
obtuvieron también de Sigma. El agua usada se purific6 previamente mediante un
sistema Milli-Q (Millipore, MA, USA). Otros reactivos utilizados fueron cloruro de sodio,
hidroxido de sodio, Triton X-114, dodecilsulfato de sodio (SDS), acido fosférico (85%),
hidrogenocarbonato de sodio, fosfato de sodio y carbonato de sodio, todos obtenidos de

Merck (Darmstadt, Alemania).

La disolucién reguladora de pH 10,5 utilizada en el procedimiento de
preconcentracion mediante DLLME se prepardé mezclando 64 mL de Na,COs 0,1 My 36
mL de NaHCO; 0,1 M. La disolucion reguladora usada en el analisis de creatinina se

preparé ajustando el pH de una disolucion de fosfato de sodio 300 mM con hidréxido de



Capitulo | 77

sodio hasta pH 12,7. Se prepard orina sintética [29] como una disolucién acuosa
conteniendo 3,1 g L* de NHsH.PO4, 5,1 g L de NaCl, 0,418 g L' de MgCl,, 0,312 g L*
de CaCOs, 60 mg L de &cido rico, 50 mg L de urea, 25 ug L* de creatina, 1,2 mg L*
de fenilalanina, 0,067 % v/v de H,SO4 concentrado y 0,087% v/v de HCI concentrado.

.2.2. INSTRUMENTACION

El sistema cromatogréafico de alta resolucion (HPLC) consiste en una bomba
cuaternaria Agilent 1100 (Agilent, Waldbronn, Alemania) (G1311A) operando con un flujo
de 1 mL min. Los disolventes fueron desgasificados en linea usando un sistema de
membrana (G1379A). El detector de fluorescencia (G1321A) operé con una longitud de
onda de excitacion de 267 nm y una longitud de onda de emisién de 503 nm. Los valores
de limite de detecciéon (LOD) y de cuantificacion (LOQ) fueron calculados utilizando el
parametro relacion sefial-ruido, siendo medido el ruido en zonas del cromatograma
proximas a los tiempos de retencién de los analitos a través del programa informatico
Agilent ChemStation para sistemas LC 3D (Rev. B.04.03 16) y considerando el nivel de
concentracion de los analitos que daba lugar a una sefial igual a tres y diez veces la sefial
del ruido para LOD y LOQ, respectivamente. La columna analitica usada para la técnica
en fase reversa (RP) fue una Tracer Extrasil ODS2 (15 cm x 4,6 mm y 5 um de tamafio
de particula) de Teknokroma (Barcelona, Espafa). Se emple6é como fase mévil una
mezcla 60:40 metanol:agua, operando bajo condiciones isocraticas. Alicuotas de 20 pL
se inyectaron manualmente mediante una valvula de inyeccibn modelo 7125-075
Rheodyne (Rheodyne, CA, USA). Las disoluciones se guardaron en viales ambar de 2 6

10 mL de capacidad.

La homogeneizacion de las muestras se llevé a cabo usando un procesador de
ultrasonidos UP 200 H (Dr Hielscher, Teltow, Alemania), con una salida efectiva de 200
W en medio liquido, equipado con un sonotrodo de titanio de 7 mm de didmetro. La
potencia de la sonda de ultrasonidos se ajusté al 60% (105 pm de amplitud, 180 W cm™
de densidad de potencia), aplicando 20 ciclos de 0,25 segundos cada uno, mientras que
la inmersion del sonotrodo en la disolucion fue aproximadamente de 7 cm. En el
tratamiento de la muestra se utilizé6 también una centrifuga EBA 20 (Hettich, Tuttlingen,
Alemania). Las muestras homogeneizadas se filtraron a través de filtros de Nylon de 0,45

pm (Teknokroma).

Para la cuantificacion de creatinina en las muestras se utilizé un espectrofotometro

ultravioleta-visible ATl Unicam UV2, equipado con el programa informatico VISION V3.00
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para la adquisicién de los datos espectrofotométricos. Todas las medidas se llevaron a
cabo a temperatura ambiente empleando cubetas de cuarzo de 1 cm de camino Gptico.

.2.3. PREPARACION DE LOS DERIVADOS a-DICARBONILICOS

La derivatizacion de los analitos se llevé a cabo usando DAN como reactivo, cuya
disolucion fue preparada en DMSO a una concentracion de 25 mg mL?. Asi, se
adicionaron 50 pL de agente derivatizante a 10 mL de una disolucion estandar
conteniendo GO y MGO a una concentracion de 1 pg mL* cada uno, y la mezcla se
mantuvo toda la noche a 4 °C. EI IS, 3,4-hexanodiona, se derivatiz6 separadamente de
la misma manera, por adicion de 50 pL de DAN a 10 mL de una disolucién del compuesto

a una concentracion 0,1 pg mL™.

.2.4. MUESTRAS Y PROCEDIMIENTO ANALITICO

Las muestras de orina obtenidas de 12 voluntarios se recogieron en vasos
estériles de plastico, almacenandose a 4 °C hasta el momento de su andlisis, que se llevd
a cabo dentro de las 24 h siguientes a su llegada al laboratorio. Tres de las muestras se
obtuvieron de nifios y el resto de adultos con edades comprendidas entre 22 y 47 afios.
Cuatro de las muestras correspondian a mujeres (M) y ocho a hombres (H). Solamente

una de las muestras era de un individuo diabético (muestra 4).

Antes de su analisis, las muestras se homogeneizaron mediante inmersién directa
de la sonda de ultrasonidos durante 1 minuto, trabajando a 60% de amplitud y 0,5 ciclos
por segundo. Seguidamente, se adicionaron 50 puL de DAN de 25 mg mLty 100 pL de
una disolucién de IS (0,5 ug mL?) a 2,5 mL de muestra de orina homogeneizada, y la
mezcla se guardd a 4 °C, en ausencia de luz, dejando transcurrir la reaccion durante la

noche.

Tras la derivatizacion, a la disolucion de muestra sometida a derivatizacion, se
adicionaron 0,5 mL de una disolucion reguladora 0,1 M Na,CO3/NaHCO3 (pH 10,5) y 25
pL de Tritén X-114 0,03 M, siendo diluida la mezcla finalmente hasta 10 mL con agua y
colocada en un tubo de centrifuga de cristal. La preconcentracion mediante DLLME se
llevé a cabo por inyeccion ripida de una mezcla conteniendo 500 pL de etanol
(dispersante) y 75 pL de l1-undecanol (extractante), utilizando una microjeringa. Se

obtuvo una disolucién turbia, consistiendo en finisimas gotas de 1-undecanol dispersado
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a través de la fase acuosa, en las que fueron extraidos los analitos derivatizados.
Después de centrifugar durante 3 min a 3000 rpm, se recuperé la fase sobrenadante
(80£10 pL), inyectandose 20 uL en el sistema LC. El tiempo total del analisis fue de 8 h
para la etapa de derivatizacion, no mas de 5 min para la preconcentracioén y 15 min para
la separacion cromatografica. En la Figura 1.2 se muestra un esquema del procedimiento

analitico desarrollado para la determinacion de GO y MGO en muestras de orina.

Reguladora (0,5 mL, pH 10,5) /

Triton X-114 (25 L, 0,03 M) 75 pL 1-undecanol

1 500 pL etanol

Q% DAN (50 pL, 25 mg mLt)
3 Centrifugacion

IS Dilucion 1:3 | DLLME

Derivatizacion, 8 h

&

-’

¥

z u
—

2,5 mL de muestra LC-FLD

Homogeneizacion

——

Figura I.2. Procedimiento DLLME para la determinacion de GO y MGO.

.2.5. ESTUDIOS DE RECUPERACION

Los estudios de recuperacion se realizaron adicionando diferentes volimenes de
una disolucion estandar de los analitos a 2,5 mL de muestra, proporcionando niveles de
fortificacion de 5y 10 ng mL™. Las muestras fortificadas fueron homogeneizadas por
agitaciéon manual durante 1 min y mantenidas en reposo durante 1 h a temperatura
ambiente antes de proceder a las etapas de derivatizacién y DLLME anteriormente
descritas. El proceso de fortificacion se llevd a cabo sobre tres muestras diferentes de
orina, analizandose de forma separada tres alicuotas de cada muestra a cada nivel de

concentracion.
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.2.6. ANALISIS DE CREATININA EN MUESTRAS DE ORINA

La creatinina se genera a partir de la degradacion de la creatina, siendo un
producto de desecho del metabolismo normal de los musculos que habitualmente
produce el organismo y que filtran los riflones excretdndola a la orina. La concentracion
de creatinina en orina puede ser utilizada en los analisis de este fluido como un factor de
correccion, ya que la creatinina se produce y se elimina de manera relativamente
constante, la cantidad de creatinina en orina puede ser comparada con la cantidad de

otras sustancias que se estén midiendo.

Para la determinacion de creatinina en orina se colocaron 2 mL del reactivo picrato
en una cubeta de cuarzo de 1 cm de camino Optico. Dicho reactivo esta compuesto a
partes iguales por una disolucion de acido picrico 25 mM y una disolucion reguladora de
fosfato 300 mM (pH = 12,7) conteniendo 2 g L'* de SDS (6,9 mM). La curva de calibracion
se obtuvo por adicion de 200 uL de una disolucidén acuosa estandar de creatinina de
concentraciones en el intervalo de 10 a 150 ug mL™, y monitorizacién durante 2 min de
la absorbancia a 510 nm del complejo de picrato formado. Se usé la velocidad de reaccion
como sefial analitica. El andlisis de las muestras de orina se llevé a cabo midiendo la
velocidad de reaccion de una mezcla de 200 pL de muestra con 2 mL de la mezcla de

reactivo picrato [3].

Para comprobar la exactitud del método de determinacion de creatinina se dispuso
del material de referencia certificado “Contaminantes organicos en orina de fumadores”
(Standard Reference Material, SRM 3672), suministrado por el Instituto Nacional de
Estandares y Tecnologia (NIST, Gaithersburg, MD, USA), con un contenido certificado

de creatinina de 73445 mg kg™.

.3. RESULTADOS Y DISCUSION
.3.1. OPTIMIZACION DEL SISTEMA LC-FLD

La separacion cromatografica se optimiz6 mediante RP-LC con una fase
estacionaria de octadecilsilano (ODS). Se ensayaron diferentes fases moviles
correspondiendo a mezclas de metanol y agua en diferentes porcentajes y bajo elucion
isocratica. La mejor separacion se logré con una proporcion 60% de metanol y 40% de

agua, propulsada con una velocidad de flujo de 1 mL min™.
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Bajo las condiciones cromatogréficas seleccionadas, los derivados de GO, MGO
y 3,4-hexadiona eluyeron con tiempos de retencion de 6,74, 9,07 y 13,32 min,
respectivamente.

1.3.2. OPTIMIZACION DE LA ETAPA DE DERIVATIZACION

Debido a que los compuestos a-dicarbonilicos no absorben radiacién UV-Vis, no
pueden ser determinados espectrofotométricamente de forma directa, sino que se
requiere de una etapa previa de derivatizacion. Como se muestra en la Figura 1.3, el
agente derivatizante DAN reacciona con los dos grupos carbonilo de GO y MGO,
formando los aductos 1,4-diazaantraceno 0 benzo[g]quinoxalina y 2-metil-1,4-

diazaantraceno o 2-metil-benzo[g]quinoxalina, respectivamente.

H._=° HoN :
—
AN H

H O HsN 1,4-diazaantraceno
GO DAN
8h,4°C
HaC_~© HaC
—
H \O H
MGO 2-metil-1,4-diazaantraceno

Figura 1.3. Derivatizacion entre DAN y las especies a-dicarbonilicas GO y MGO.

Los compuestos resultantes de la derivatizacion no solo presentan propiedades
fluorescentes, sino que, ademas, son menos polares que los compuestos a-
dicarbonilicos, por lo que su microextraccion en disolventes organicos resulta favorecida.
Los compuestos a-oxoaldehidos estan envueltos en una reaccion de glicaciéon no
enzimatica de las proteinas, que comienza con la formacion reversible de una base de
Schiff y después con la formacion de una cetoamina estable, la cual, a través de
reacciones de oxidacion y deshidratacion, es degradada a compuestos a-dicarbonilicos,
tales como GO y MGO [3].

La reaccion de derivatizacibon con DAN ha sido usada en diferentes
procedimientos propuestos para andlisis de fluidos biolégicos, ajustando el pH de la

reaccion a 7,4 con una disolucion reguladora de fosfato [22, 23], y a valores de pH
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inferiores por adicién de acido perclérico [12]. Los resultados obtenidos se compararon
cuando la derivatizacion con DAN se llevo a cabo en presencia de acido perclérico 0,25
My de una disolucién reguladora de fosfato, dejando transcurrir la reaccion durante 90
min a 25 °C. Dado que no se observaron diferencias significativas en cuanto a
sensibilidad, se opté por no ajustar el pH en la etapa de formacion de los derivados

fluorescentes.

La influencia de la concentracion de DAN en la etapa de derivatizacién se estudio
entre 0,06 y 1,26 mM, tras someter la mezcla a una extraccion con acetato de etilo, para
eliminar el exceso de derivatizante y asi preservar la fase estacionaria. La sefial aumenté
para ambos compuestos hasta una concentracion de DAN 0,8 mM, disminuyendo
ligeramente para concentraciones mas elevadas (Figura .4A). Por consiguiente, se
selecciond esta concentracion, que es similar a la recomendada por otros autores [25,
26].

Cuando la mezcla de reacciébn se mantuvo a temperatura ambiente durante
diferentes tiempos comprendidos entre 0,5 y 3 h, o durante toda la noche a 4 °C, la mayor
sensibilidad se observé para ambos derivados fluorescentes dejando la reaccion
proceder durante toda la noche a 4 °C (Figura 1.4B). Por tanto, la reaccién de
derivatizacion se llevo a cabo manteniendo la muestra durante la noche en la oscuridad

en presencia de DAN al nivel de concentracion 0,8 mM.
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Figura I.4. Variacion de la sefal analitica de GO y MGO con la concentracion de DAN
(A) y el tiempo de derivatizacién (B).
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.3.3. OPTIMIZACION DEL PROCEDIMIENTO DLLME

La etapa de DLLME se incluy6 en el método analitico propuesto con objeto de no
solo mejorar la sensibilidad, al ser los analitos preconcentrados, sino también purificar el
extracto organico enriquecido, eliminando el exceso de DAN, asi como otros

componentes de la matriz de las muestras de orina.

Los parametros de la etapa de DLLME se optimizaron utilizando orina sintética
fortificada con los analitos al nivel de concentracién de 100 ng mL*y 50 ng mL™* para GO
y MGO, respectivamente. La orina sintética incubada para la formacion de los derivados
fluorescentes se diluyé con agua en proporciéon 1:1, y se utilizé un volumen de 10 mL
como fase dadora en el procedimiento de preconcentracion mediante DLLME. Los
experimentos preliminares se llevaron a cabo por duplicado usando 100 pyL de fase

extractante y 1 mL de metanol como dispersante.

La aplicacion de un disefio multivariable para la seleccién de los disolventes
extractante y dispersante, asi como sus volimenes, no proporcioné datos concluyentes
ya que en algunos de los ensayos no se obtenia gota enriquecida discernible. Por ello,

se optd por llevar a cabo la optimizacién usando un disefio univariante.

Ya que la mayoria de los disolventes extractantes, de menor densidad que el agua,
resultan compatibles con las fases méviles que normalmente se emplean en RP-LC, se
estudio la eficiencia de los mismos en un intento de evitar la etapa de evaporacion del

extracto enriquecido y su posterior reconstitucion con un disolvente compatible.

Por esta razén, se ensay6 con 1-octanol, 1-undecanol, 1-dodecanol, 2-octanona,
2-undecanona, tolueno y xileno como disolventes extractantes. Las diferencias
detectadas en el comportamiento de GO y MGO en cuanto a su extraccion se atribuyeron
a sus diferentes estructuras quimicas como, por ejemplo, que solo GO fuese extraido con
1l-octanol. Cuando se utilizé tolueno como extractante, una gran banda cromatogréfica
aparecia al tiempo de retencion del producto de derivatizacion de MGO, impidiendo su
deteccidn; por ello, 1-octanol y tolueno se descartaron. Por otro lado, 2-octanona no
extrajo ninguno de los analitos. De los disolventes restantes, 1-undecanol proporcioné la
mayor eficiencia en la extraccién para los dos analitos, tal como se muestra en la Figura
I.5A, probablemente debido a las fuertes interacciones entre el disolvente y los

compuestos.
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Figura I.5. Influencia de la naturaleza del disolvente extractante (A) y su volumen (B) en
la etapa de microextraccion.

El efecto del volumen de 1-undecanol se estudié entre 50 y 200 puL. Como puede
observarse en la Figura I1.5B, las sefiales de los analitos aumentaron hasta 75 uL al
aumentar la eficiencia en la extraccion, disminuyendo para volimenes mayores de
extractante, probablemente debido a efectos de diluciéon. Por tanto, se seleccioné el

volumen de 75 uL para la fase extractante.

El disolvente dispersante debe ser miscible tanto en la fase extractante como en
la acuosa. En nuestro caso, el disolvente 6ptimo se eligi6 mediante inyeccion rapida de
una mezcla que contenia 1 mL de cada disolvente ensayado (metanol, etanol, acetona y
acetonitrilo) y 75 gL de 1-undecanol en 10 mL de orina diluida conteniendo los analitos.
Metanol proporcion6 una sefial para GO ligeramente superior a la alcanzada con etanol.
Dado que la mejora en la sensibilidad de MGO si fue apreciable con el uso de etanol,
respecto de metanol (Figura 1.6A) y, teniendo en cuenta la menor toxicidad de etanol,
éste fue finalmente seleccionado como dispersante. Cuando se varié su volumen entre
0,25y 1,5 mL, la maxima sensibilidad para ambos analitos se encontré usando 0,5 mL

de dispersante (Figura |.6B) y, por tanto, este fue adoptado.
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Figura I.6. Efecto de la naturaleza del disolvente dispersante (A) y su volumen (B) en la
eficiencia de microextraccion.

El efecto del pH de la fase dadora se estudio6 entre 3,8 y 10,5, usando disoluciones
reguladoras de acetato/acido acético, cloruro de amonio/amoniaco e hidrogenocarbonato
de sodio/carbonato de sodio. Como muestra la Figura I.7A, la sefial de GO aumenté
ligeramente al aumentar el pH dentro del rango estudiado, mientras que para MGO se
observé el efecto opuesto. La dependencia del pH fue ligeramente diferente para GO y
MGO, probablemente debido a su diferente estructura quimica. Finalmente, el valor de
pH seleccionado fue de 10,5 para mejorar la sensibilidad de GO, ya que mostraba menor
sensibilidad que MGO.

Se adiciond cloruro de sodio a la orina diluida para incrementar la fuerza ibnica de
la fase acuosa, en un intento de reducir la solubilidad de los analitos derivatizados y
favorecer su transferencia hacia la fase extractante. El efecto de la concentracion de
cloruro de sodio en la eficacia de extraccion se estudid entre 0 y 15% m/v (Figura 1.7B).
La sefal analitica aumentd para ambos analitos hasta una concentracién del 10% m/v de
sal y después se mantuvo practicamente constante, por lo que esta concentracion de

NaCl fue seleccionada.
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Figura I.7. Influencia del pH (A) y de la concentracién de NaCl (B) en la fase acuosa en
la etapa de microextraccion.

Los surfactantes reducen la tension interfacial entre la fase organica y la acuosa,
adsorbiéndose en la interfase liquido-liquido y sirviendo como emulsionantes para
mejorar la velocidad de transferencia de masa desde la muestra acuosa al disolvente
extractante. En algunos casos se ha demostrado que la presencia de surfactantes en el
medio de extraccion incrementa la eficiencia de extraccién, debido a su estructura, ya
gue contienen grupos hidrofébicos e hidrofilicos que les hacen solubles en disolventes
organicos y en fases acuosas. Consecuentemente, estas especies son facilmente
adsorbidas a través de la interfase entre la fase dadora y aceptora, proporcionando una
fina dispersién y estabilizando el medio [28]. Cuando se ensayd la adicion de Tritén X-
114 a concentraciones comprendidas entre 0 y 0,14 mM, se observé un ligero aumento
de la eficiencia de la extraccion hasta una concentracion 0,07 mM (Figura 1.8). A
concentraciones de surfactante mayores, la eficiencia disminuyd, formandose ademas
una cantidad excesiva de espuma durante la etapa de agitacién. Por ello, se seleccioné

la adicion de Tritdn X-114, al nivel de concentracion 0,07 mM.
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Figura 1.8. Influencia de la concentracion de Triton X-114.

Los tiempos de extraccion y agitacion no fueron considerados como variables
porque es bhien sabido que, en DLLME, el equilibrio de distribucion se alcanza
rapidamente. La agitacibon manual de la mezcla ternaria de disolventes durante unos

pocos segundos (aproximadamente 30 s) fue suficiente.

Teniendo en cuenta la complejidad de la matriz de las muestras reales de orina,
se estudio la proporcion muestra/agua en la fase acuosa usando orina real. Cuando en
el procedimiento DLLME optimizado se utilizaron volimenes superiores a 5 mL de orina,
los cuales se diluyeron hasta 10 mL con agua, se observo la aparicion de un sélido blanco
en la interfase entre las fases organica y acuosa, tras la etapa de centrifugacién,
dificultando la recogida de la fase de 1-undecanol para su analisis. Por ello, se tomaron
volimenes de 2,5 mL de muestra de orina diluidos hasta 10 mL con agua, para proceder
a la etapa DLLME. Para la centrifugacion de la dispersién, necesaria para la separacion

de la fase enriquecida, se seleccion6 un tiempo de 3 min a la velocidad de 3000 rpm.

Con el fin de facilitar la recogida de la gota organica flotante enriquecida con los
analitos, se ensay0 la posibilidad de solidificar la gota de disolvente extractante,
manteniendo la mezcla ternaria en un bafo de hielo, y recogiendo la fase de 1-undecanol
con ayuda de una espatula antes de transferirla a un vial cénico. Una vez fundida la fase
solidificada, se observé cierto grado de turbidez en la gota organica, probablemente
debido a los componentes de la matriz también extraidos en 1-undecanol.

Consecuentemente, se descarto la solidificacion de la gota.

Cuando el procedimiento de DLLME se aplicé a diferentes muestras de orina, la

complejidad de algunas de ellas daba lugar a la aparicion de turbidez en la mezcla
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ternaria de disolventes. Como se ha indicado anteriormente, se ensayaron diferentes
proporciones de agua:orina, y se seleccioné finalmente la proporcion 3:1, que
correspondia a 2,5 mL de muestra diluida hasta 10 mL con agua. No se ensayaron
volumenes superiores de fase acuosa en la DLLME, considerando la capacidad de los
tubos de vidrio utilizados.

1.3.4. VALIDACION DEL METODO

La linealidad del método se estudié usando estandares acuosos en el intervalo de
concentraciones de 0,1 a 25 ng mL?, siendo dichas disoluciones acuosas sometidas a
derivatizacion y a la etapa de preconcentracion DLLME, como se ha descrito
anteriormente. Las curvas de calibracion para cada analito fueron construidas
representando las areas de los picos cromatogréaficos frente a la concentracion, a seis
niveles de concentracién y analizados por duplicado. Los resultados obtenidos aparecen
resumidos en la Tabla I.1, junto con los valores de R?, que demostraron buena linealidad

para el intervalo estudiado de concentraciones.

Tabla l.1

Caracteristicas analiticas del método DLLME-LC-FLD.
Parametro GO MGO
Pendiente (mL ng?) (11727112808) (2202;;1(?04)
R? 0,9995 0,9989
Intervalo de linealidad (ng mLt)  0,1-25 0,1-25
LOD? (ng L) 13 16
LOQP (ng LY 43 53
RSD® (%) 5,0 (2,9) 6,4 (3,0)
RSDY (%) 9,8 (6,9) 10 (8,9)
Factor de enriquecimiento 102 108

2 Calculado para S/N=3.  Calculado para S/N=10. ¢ n=10, analisis consecutivos.
4 n=6, analisis en dias diferentes. Los valores entre paréntesis son los
correspondientes considerando el estdndar interno.
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Los valores de LOD y LOQ se calcularon como la concentracién que proporciona
una sefial 3 y 10 veces superior a la del ruido, respectivamente. Asi, los valores de LOD
y de LOQ fueron 13 y 43 ng L para GO, y 16 y 53 ng L! para MGO, respectivamente.
Considerando los volimenes de muestra sometidos al procedimiento propuesto, LODs
de 52y 64 ng L para GO y MGO, respectivamente, se encontraron en el analisis de las
muestras. Estos resultados reflejaron un mayor grado de sensibilidad que los logrados
en estudios anteriores [3, 13, 16, 17].

La precision del método desarrollado se estudié mediante ensayos de repetitividad
y reproducibilidad, calculando los valores de desviacion estandar relativa (RSD) de una
serie de diez analisis consecutivos y seis andlisis realizados en dias diferentes,
respectivamente. Para ello, se utilizaron muestras de orina fortificadas con los analitos a
una concentracién de 5 ng mL. Los valores de RSD obtenidos en el mismo dia y en dias
diferentes fueron 5,0 y 9,8% para GO y 6,4 y 10% para MGO, respectivamente. Los
factores de enriquecimiento (EFs), calculados comparando la pendiente de las curvas de
calibracion del método desarrollado DLLME y las obtenidas por aplicaciéon del método
LC-FLD sin etapa de preconcentracion, fueron 102 y 108 para GO y MGO,

respectivamente.

.3.5. EFECTO MATRIZ Y ESTUDIOS DE RECUPERACION

Para evaluar el posible efecto matriz debido a compuestos que coeluyen con los
analitos, se llevd a cabo una comparacion de las pendientes de calibracion mediante
estdndares acuosos y las obtenidas por aplicacion del método de adiciones estandar a
cuatro muestras diferentes de orina, de acuerdo con la Directiva de la EU 2002/657 [30].
Se utilizé un test ANOVA para comparar las pendientes de las diferentes muestras y los
estdndares acuosos, llegando a la conclusion de que no habia diferencias
estadisticamente significativas, ya que los valores de “p” fueron mayores de 0,05 para los
dos analitos. Consecuentemente, las muestras fueron cuantificadas frente a estandares

acuosos.

Aunque no se observé efecto matriz, se adicioné 3,4-hexanodiona (a una
concentracion de 5 ng mL?) a las muestras y a las disoluciones estandar de los analitos,
siendo utilizado como estandar interno con el fin de compensar posibles pérdidas durante
la aplicacion del procedimiento analitico desarrollado. Se seleccion6 este compuesto
como esténdar interno debido a que su comportamiento quimico y cromatografico es

similar al de los analitos. Los valores de las pendientes obtenidas mediante la relacion
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entre el &rea de pico de cada analito con respecto al area de pico del estandar interno
frente a la concentracion de analito se muestran en la Tabla 1.1, junto con los datos de
repetitividad y reproducibilidad obtenidos para estos compuestos. Puede apreciarse que
los valores de RSD obtenidos para GO fueron ligeramente inferiores que para MGO.

Como no se disponia de material de referencia con contenidos certificados para
GO y MGO, la exactitud del método fue testada mediante estudios de recuperacion,
fortificando cuatro muestras de orina con los analitos a dos niveles de concentracion (5,0
y 10 ng mL™?). Las recuperaciones obtenidas estuvieron en los intervalos de 90-94% y 95-

102% para el nivel de concentracion mas bajo y mas alto, respectivamente (Tabla I.2).

Tabla 11.2

Porcentajes® de recuperacion obtenidos para cuatro muestras de orina

Nivel de fortificacion

Compuesto (ng mLY) Orina 1 Orina 2 Orina 3 Orina 4

GO 5 934 915 94 +4 94 +4
10 95+6 97 +6 98+7 1017

MGO 5 92+5 93+4 90+6 91+4
10 95+4 10246 99 5 98 16

@ Valores medios + desviacion estandar (n=3).

Una comparacion del método propuesto con otros previamente publicados para la
determinacion de GO y MGO mostré una mayor sensibilidad para el método DLLME-LC-
FLD aqui desarrollado (Tabla 1.3). Solamente Neng y colaboradores [12] lograron una
sensibilidad similar usando SBSE, técnica de preconcentracion que requirio alrededor de
20 h para su aplicacion, lo que se considera una desventaja con respecto a la aplicacion

de DLLME, donde la preconcentracion se alcanza casi instantaneamente.
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.3.6. ANALISIS DE LAS MUESTRAS

El método propuesto se aplico al analisis de 12 muestras de orina humana. Los
resultados se muestran en la Tabla 1.4, donde la concentracién se refiere tanto al volumen
de muestra, como a la relacion normalizada a creatinina urinaria. La concentracion de
creatinina de cada muestra fue evaluada mediante la aplicacion del método
espectrofotométrico propuesto por Hurtado-Sanchez y colaboradores [3]. La linealidad de
este método fue comprobada en el intervalo 2-150 ug mL* con la ecuacion de regresion
Absorbancia = -0,0031(+ 0,0003) + 0,00171(+ 3,4 x 10°) C, donde “C” es la concentracion
expresada en pg mL. El coeficiente de correlacién obtenido fue de 0,999.

La concentracion de creatinina obtenida en las muestras analizadas se encontro
entre 17 y 111 ug mL™. El contenido de creatinina en el material de referencia certificado
se obtuvo aplicando el método descrito anteriormente, y el resultado obtenido (73319 mg

kg') demostro la exactitud de estas determinaciones para cada muestra de orina.

Los contenidos de los compuestos a-dicarbonilicos estudiados en las muestras
analizadas se hallaron en el intervalo comprendido entre 1,1y 28,4 ng mL* (0,02 y 0,91
ug mgt) para GOy entre 15,8 y 217 ng mL? (0,23 y 4,13 pug mg™) para MGO. Los valores
obtenidos fueron similares a los encontrados anteriormente por otros autores [3, 14, 16,
18]. Se observaron niveles de MGO altos en todas las muestras comparados con los
correspondientes contenidos de GO. Sin embargo, teniendo en cuenta el bajo nimero de
muestras analizadas, no se pueden extraer conclusiones de los resultados obtenidos,

relacionadas con el sexo o la edad o para individuos diabéticos o no diabéticos.
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Tabla 111.4

Resultados? obtenidos en el andlisis de las muestras de orina

Muestra Sexo (Ea%%i) GO (ng mL?) MGO (ng mL?)

1 H 35 28 + 1,8 (0,57 + 0,04) 153 + 16 (3,1  0,32)
2 M 5 16 + 0,8 (0,91 + 0,04) 63 + 5,0 (3,5 0,27)
3 H 35 16 + 0,6 (0,21 + 0,01) 182 + 15 (2,4 + 0,19)
4 H 47 20 +1,5 (0,31 + 0,02) 84 +7,0 (1,3 +0,11)
5 H 46 11 +0,5 (0,49 + 0,02) 92 +8,2 (4,1 +0,37)
6 H 12 9,2+0,5 (0,17 +0,01) 217 +17 (4,1 +0,32)
7 H 35 7,1+0,6 (0,13 + 0,01) 69 + 6,8 (1,3 £0,12)
8 M 5 1,1 +0,1 (0,07 +0,01) 19 +2,0 (1,1 +0,01)
9 H 35 15+0,7 (0,16 + 0,02) 148 £+ 12 (1,5+0,12)
10 M 24 1,5+0,2 (0,02 £0,003) 16 +1,3 (0,23 +0,02)
11 H 35 3,8+0,4(0,03+0,003)  32+2,2(0,28 +0,02)
12 H 22 20 + 1,8 (0,50 + 0,04) 45 + 3,5 (1,1 +0,08)

& Valor medio + desviacion estandar (n=3). Los valores entre paréntesis corresponden
a la concentracion de analito ajustada al contenido de creatinina (ug mg™).

La Figura 1.9 muestra los cromatogramas obtenidos usando DLLME combinada

con LC-FLD para una muestra de orina no fortificada y fortificada al nivel de concentracién

de 20 ng mL* para los analitos y de 5 ng mL* para el estandar interno. Se usaron los

cromatogramas obtenidos a partir de diferentes muestras para establecer la selectividad

del método desarrollado, de acuerdo a la ausencia de picos interferentes en los tiempos

de elucién de los compuestos a-dicarbonilicos bajo estudio.

El uso de co-cromatografia usando el criterio de rendimiento recomendado en la

Directiva europea 2002/657/EC [30] confirm6 que los compuestos de la matriz no

causaron interferencias. Ademas, la selectividad se confirmé comparando los espectros

de fluorescencia obtenidos a partir de estandares de calibracién, muestras y muestras

fortificadas. La similitud entre estos espectros permitié confirmar la identidad de los

compuestos.
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Figura 1.9. Cromatogramas obtenidos utilizando el procedimiento DLLME-LC-FLD para
una muestra de orina no fortificada (A) y una muestra de orina fortificada con
20 ng mL* para los analitos y 5 ng mL* para el IS (B).

|.4. CONCLUSION

Queda demostrado que la técnica analitica miniaturizada DLLME es una
alternativa barata, simple y eficiente para preconcentrar GO y MGO en muestras de orina,
si se compara con las técnicas tradicionales de extraccién. Se comprobé el efecto
potenciador del surfactante no idnico Triton X-114, ya que ayudo a la accion del disolvente
dispersante en la formacién de multigotas de 1-undecanol. Una derivatizacion sencilla
con DAN proporcion6 una cuantificacion sensible y selectiva de los analitos mediante LC-
FLD.
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DETERMINACION DE INHIBIDORES SINTETICOS DE LA
FOSFODIESTERASA-5 EN AGUA Y ORINA HUMANA MEDIANTE
CROMATOGRAFIA LIQUIDA CON ESPECTROMETRIA DE MASAS Y
MICROEXTRACCION DISPERSIVA LIQUIDO-LIQUIDO

RESUMEN

Se propone la cromatografia liquida de alta resolucién con espectrometria de
masas en tandem utilizando ionizacion con electrospray y triple cuadrupolo (LC-ESI-QqQ-
MS/MS) para la determinacion de los inhibidores sintéticos de la enzima
fosforodiesterasa-5, sidenafil, tadalafil y vardenafil, asi como del metabolito activo N-
desmetilsildenafil. EI método se aplic6 con éxito al analisis de aguas de diferentes
origenes y orina humana. Se utilizé la técnica microextraccion dispersiva liquido-liquido
(DLLME) en su forma clasica para el analisis de aguas, mientras que, para las muestras
de orina, fue necesario una extracciéon previa en un disolvente organico, empleando el
extracto de acetonitrilo como disolvente dispersante en la etapa DLLME. Se obtuvieron
limites de deteccion (LODs) en los intervalos 5-50 y 15-250 ng L para agua y orina,
respectivamente. Los factores de enriquecimiento estuvieron entre 75y 81. La exactitud
del procedimiento se calculd6 mediante ensayos de recuperacion, obteniéndose
recuperaciones promedio + SD (n=48) de 94+3 y 91+4 para agua Yy orina,
respectivamente. En ninguna de las muestras analizadas se encontraron los analitos, al

menos por encima de sus correspondientes LODs.
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II.1. INTRODUCCION

Los inhibidores de la enzima fosfodiesterasa tipo-5 (PDE-5) son farmacos
sintéticos utilizados en un tipo de terapia dirigida para el tratamiento de la disfuncién
eréectil en hombres y también, en el tratamiento de personas con hipertension pulmonar
[1], siendo aceptados por la agencia gubernamental estadounidense Administracion de
Alimentos y Medicamentos (FDA). Estos compuestos acttan inhibiendo el nucledtido
monofosfato ciclico de guanosina (cGMP) generado en las células musculares por la
entrada de monoxido de nitrégeno. Mas especificamente, inhiben la accion de la enzima
PDE-5, evitando asi el aumento de la dilatacion de los vasos sanguineos generado por
cGMP.

En la actualidad existen dos tipos de inhibidores de la PDE-5: sildenafil (SIL) y
vardenafil (VAR), con estructuras moleculares similares, y tadalafil (TAD) que presenta
una estructura diferente, como puede apreciarse en la Figura 1l.1. Estas diferencias
estructurales se reflejan en las propiedades farmacocinéticas de TAD y su selectividad
para interaccionar con las isoenzimas PDE. Predominantemente, SIL es metabolizado a
N-desmetilsildenafil (DSIL) que, a su vez, también presenta actividad farmacoldgica,
aungque menor que su precursor. El compuesto VAR también cuenta con un metabolito
activo que representa aproximadamente el 7% de la actividad farmacolégica total. La
actividad de TAD solamente se debe al farmaco original, ya que no tiene ningun

metabolito activo [2].
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Figura Il.1. Estructura de los compuestos inhibidores de PDE-5 estudiados.
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El objetivo inicial del uso farmacologico de SIL fue el tratamiento de enfermedades
cardiacas, y se observé el rendimiento esperado para este fin. Sin embargo, se
detectaron, entre otros efectos secundarios del medicamento, un aumento en la funcion
eréctil de un grupo de voluntarios a los que se les habia suministrado el farmaco. La
comercializacién de VAR comenz6 en 2003 y, aunque este compuesto presenta una
estructura molecular similar a SIL, proporcioné mejores resultados en los pacientes con
disfuncion eréctil, ya que aumenta considerablemente la accién del 6xido nitrico

enddgeno.

La comercializacion de TAD como inhibidor de la PDE-5 también comenzo6 en
2003, con la particularidad de ser mucho mas selectivo para esta enzima que para otras
PDEs como PDE-3 y PDE-7, que se encuentran en mayor concentracion en el corazéon y
en la retina, respectivamente, por lo que consigue minimizar los efectos adversos que
presentan tanto SIL como VAR. Ademas, en humanos, el tiempo de vida media de TAD

es de aproximadamente 17,5 h, frente alas 4 h de SIL y VAR [3].

Todos los inhibidores de PDE-5 son excretados como metabolitos,
predominantemente por las heces y, en menor medida, a través de la orina. La orina
presenta ciertas ventajas como matriz analitica, entre las que se encuentra la posibilidad
de disponer de grandes cantidades de muestra, facilidad en su recoleccion, y el hecho
de presentar elevadas concentraciones de la mayoria de los medicamentos y sus
metabolitos. Esta es la razon por la que el andlisis de orina se utiliza habitualmente en
aplicaciones clinicas como, por ejemplo, el control de drogas ilegales y la determinacion

de biomarcadores [4].

Por otra parte, este tipo de farmacos se afiaden con bastante frecuencia como
adulterantes en las formulaciones de suplementos dietéticos a base de hierbas,
resultando productos nocivos, que son etiquetados de forma fraudulenta en lo que se
refiere a sus ingredientes o sus riesgos para la salud, lo que conlleva serios problemas
farmacoldgicos y toxicolégicos para los usuarios, incluyendo efectos adversos en la

funcién cardiovascular [5, 6].

La presencia de farmacos y sus metabolitos en medios acuaticos, también es
motivo de preocupacion cuando se evalla el riesgo medioambiental para los seres
humanos, y el analisis de muestras de aguas residuales es una forma de estimar la

concentracion total de residuos de medicamentos en muestras medioambientales [7].

Debido a la importancia de la determinacion de inhibidores de la PDE-5, ya sea

como medicamentos legales o farmacos adicionados fraudulentamente a suplementos
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dietéticos en cantidades inapropiadas o como ingredientes no declarados en su
composicion, se han propuesto diferentes procedimientos de analisis en una amplia
variedad de matrices, incluyendo muestras bioldgicas como orina y plasma [8-11],
preparados farmacéuticos [8, 12] y suplementos dietéticos [5, 6, 13-16].

Las técnicas analiticas aplicadas con mayor frecuencia para la determinacion de
estos compuestos son cromatografia liquida (LC) acoplada a espectrometria de masas
(MS o MS/MS), detector de diodos en serie (DAD), fluorescencia (FLD) o deteccién
electroquimica, cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas (GC-MS) y
electroforesis capilar acoplada a espectrometria de masas (CE-MS). Sin embargo, en los
ultimos afos, la técnica LC-MS se ha convertido en la metodologia mas utilizada para la
deteccion de farmacos, debido a sus caracteristicas de alta sensibilidad y especificidad.
La alta resolucion de la técnica MS/MS esta siendo particularmente adecuada para el
reconocimiento inequivoco de iones marcadores fragmentados, lo que permite una

identificacion exacta [5, 6, 8, 12, 13].

Los procedimientos analiticos para muestras bioldgicas deben incluir la extraccion
de los analitos desde las matrices, asi como una adecuada limpieza del extracto y una
etapa de preconcentracion. En principio, la extraccion en fase sélida (SPE) [17] y la
extraccion liquido-liquido (LLE) [6] son las técnicas recomendadas para este tipo de
muestras. Recientemente, se han propuesto nuevas técnicas de preconcentracion
miniaturizadas basadas en los principios de la Quimica Analitica Verde para evitar el alto
consumo de disolventes organicos [18]. Sin embargo, los procedimientos de
microextraccion para la determinacién de los inhibidores de la PDE-5 se han aplicado en
pocas ocasiones. Wang y colaboradores propusieron la extraccion por adsorcion sobre
barras agitadoras (SBSE), utilizando un recubrimiento de polimeros de impresiéon
molecular (MIPs) basados en dendrimeros para extraer SIL y VAR desde matrices de
alimentos [19]. La microextraccion liquido-liquido-liquido (LLLME) se utilizé para la
determinacion de SIL y VAR en plasma humano [11]. La extraccion en fase sélida
magnética (MSPE) también se aplicé para la determinacién de SIL y su metabolito DSIL
en muestras de orina y plasma humano, utilizando nanoparticulas magnéticas (MNPs),
funcionalizando el nucleo con fenilo y un recubrimiento hidrofilico de metilcelulosa [9].
También se han usado MIPs como revestimiento del nucleo de las MNPs como
extractantes en MSPE combinada con LC y deteccién ultravioleta (UV) para la extraccion
y deteccidn selectiva de TAL en medicamentos [14], SIL y VAR en suplementos dietéticos
a base de hierbas [15] y seis inhibidores sintéticos de la PDE-5 en hierbas medicinales
[16].
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La microextraccion dispersiva liquido-liquido (DLLME) usa una mezcla ternaria de
disolventes, en la que el disolvente organico utilizado como extractante se mezcla con un
disolvente dispersante antes de proceder a su rapida inyeccién en la fase acuosa. La
gran superficie de contacto creada entre las fases dadora y aceptora permite alcanzar el
equilibrio de extraccién casi instantdneamente [20, 21]. Este enfoque se utilizé para la
determinacién de SIL, VAR vy aildenafil en plasma humano usando un liquido iénico (IL)
como extractante y una extraccion posterior a una disolucion acuosa acidificada, lo que
implica alargar el tiempo necesario para llevar a cabo el procedimiento; ademas la

deteccion se realiz6 mediante un sistema no selectivo como es el de DAD [10].

En este estudio, se lleva a cabo la determinacion de inhibidores de la PDE-5 y
metabolitos en muestras de orina y agua procedente de plantas de tratamiento de aguas
residuales, usando DLLME como etapa de preconcentracion de los analitos, y como
método de separacion se utilizé la cromatografia liquida acoplada a un espectrometro de
masas triple cuadrupolo en modo de monitorizacién de reaccion multiple (MRM) para

proporcionar una identificacion inequivoca de los inhibidores.

II.2. PARTE EXPERIMENTAL
11.2.1. REACTIVOS

Sildenafil (1-[4-etoxi-3-(6,7-dihidro-1-metil-7-oxo-3-propil-1H-pirazol[4,3-
d]pirimidin-5-ilfenilsulfonil]-4-metilpiperazina,  férmula  molecular:  CxH30NsO4S),
vardenafil dihidrocloruro (4-[2-etoxi-5-(4-etil-piperazina-1-il)sulfonil-fenil]-9-metil-7-propil-
3,5,6,8-tetrazabiciclo[4.3.0]nona-3,7,9-trien-2-ona  dihidrocloruro, formula molecular:
C23H32Ns04S) y tadalafil ( [(6R-trans)-6-(1,3-benzodioxol-5-il)-2,3,6,7,12,12a-hexahidro-
2-metil-pirazino [1’, 2’:1,6] pirido[3,4-b]indol-1,4-diona], férmula molecular: C2H19N304)
se obtuvieron de Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA) como disoluciones estandar de 1
mg mL* en metanol. N-Desmetilsildenafil (1-[4-etoxi-3-(6,7-dihidro-1-metil-7-o0xo-3-propil-
1H-pirazol[4,3-d]pirimidin-5-il) fenilsulfonil]piperazina, férmula molecular: Cz1H2sN04S)
fue suministrado por LGC GmbH Standars (Luckenwalde, Alemania) como disolucion
estandar de 1 mg mL? en metanol. Las disoluciones estandar individuales de
concentracion intermedia fueron preparadas por dilucién en metanol y la mezcla estandar
de trabajo fue preparada diariamente en agua. Todas las disoluciones se almacenaron a
4 °C.
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Acetonitrilo (ACN), etanol, metanol, acetona, cloroformo, tetracloruro de carbono,
diclorometano, 1,2-dicloroetano, 1,1,2,2-tetracloroetano, 1,1,2,2-tetracloroeteno, 1-
octanol, 1-undecanol, 1-dodecanol, tolueno, xileno, 2-octanona y 2-undecanona, de alta
calidad, fueron obtenidos de Sigma. El agua utilizada para los ensayos se purificd
previamente con un sistema Milli-Q (Millipore, Bedford, MA, USA). También se utilizaron
cloruro de sodio, acetato de amonio, hidrégeno fosfato de dipotasio y dihidrégeno fosfato
de potasio de Fluka (Buchs, Suiza).

11.2.2. INSTRUMENTACION

Para el andlisis por cromatografia liquida se utilizé un sistema Agilent 1200 HPLC
con una bomba binaria (G1311A) equipado con una columna de RP Zorbax Eclipse XDB-
C18 de dimensiones 50 x 4,6 mm y 1,8 ym de tamafo de particula (Agilent, Waldbronn,
Alemania). Los eluyentes usados como fase movil fueron ACN y una disolucion
reguladora de acetato de amonio 50 mM (pH = 6,9). El programa seleccionado se inicié
con una etapa isocrética con 40:60 v/iv ACN:acetato de amonio durante 6 min, después
un gradiente lineal hasta 90% de ACN en 1 min, porcentaje que se mantuvo durante 4
min. Finalmente, antes del siguiente ensayo, se restablecieron las condiciones iniciales
en 1 min y se mantuvieron 5 min. Se trabaj6 a velocidad de flujo de fase movil constante
(0,6 mL min‘!) durante todo el proceso. El volumen de inyeccion fue de 5 uL y se realiz6
mediante un muestreador automatico y usando viales de 2 mL de capacidad, provistos

con microinsertos de 250 pL con pies poliméricos.

Para el andlisis por MS, se utiliz6 un espectrometro de masas triple cuadrupolo
Agilent modelo G6410A. La fuente ESI oper6é en modo de ionizacién positiva, usando los
siguientes parametros de operacion: voltaje del capilar, 4000 V; presion del nebulizador,
60 psi; flujo de gas de secado de 11 L mint y temperatura del gas de secado 350 °C. Los
espectros de masas se registraron en el rango de m/z desde 50 a 1000 amu. El nitrégeno
sirvi6 como gas nebulizador y de colisibn. Se emple6 el software Agilent MassHunter
Data Acquisition (Qualitative and Quantitative Analysis) para el desarrollo del método y la

adquisicién de datos.

Un estudio preliminar de las transiciones éptimas MRM para los compuestos se
llevd a cabo por inyeccion directa de cada analito individualmente, a una concentracion
de 2 yg mL%, en la fuente de ionizacion, y aplicando diferentes voltajes de fragmentacion
y energias de colision (Tabla Il.1). El procedimiento de identificacion de los analitos se

baso en el tiempo de retencion y en el analisis de dos transiciones MRM que implican la
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formacion de los iones producto con las mayores relaciones m/z, siendo la transicion mas

sensible utilizada para cuantificar y ambas transiciones con fines de identificacion.

Para romper las emulsiones se utilizé una centrifuga EBA 20 (Hettich, Tuttlingen,
Alemania).

Tabla 1.1

Condiciones de deteccion de los compuestos estudiados

Compuestos DSIL TAD VAR SIL

tr (Min) 1,75 3,01 3,97 4,16
MRM; 46185 390—»268 489151 475100
Voltaje de fragmentacion 1 (V) 220 140 245 220
Energia de colision 1 (V) 40 5 50 30

MRM, 461283 390169 489312 475283
Voltaje de fragmentacioén 2 (V) 220 120 245 220
Energia de colision 2 (V) 40 40 40 40

11.2.3. MUESTRAS Y PROCEDIMIENTO ANALITICO

Se analizaron diez muestras de agua, suministradas por diferentes plantas de
tratamiento de aguas residuales (WWTPs) del sureste de Espafia, siendo recogidas por
trabajadores de dichas plantas. Se obtuvieron siete muestras de agua desde una misma
WWTP en siete dias consecutivos de lunes a domingo (muestras 1-7), y las otras tres
muestras de agua (muestras 8-10) procedian de tres WWTPs diferentes y recogidas en
domingo. En todos los casos, las muestras estudiadas se obtuvieron tomando cuatro
alicuotas cada seis horas a lo largo del dia y fueron recolectadas después del screening
primario y antes de ningun tratamiento secundario de las aguas en la planta, y guardadas
en botes dmbar cerrados herméticamente. Una vez en el laboratorio, se guardaron en la
oscuridad a 4 °C hasta el analisis, el cual se realizd dentro de las 24 horas siguientes a

su llegada al laboratorio.

Antes del analisis, todas las muestras de agua se filtraron con filtros de Nylon de
0,45 ym. Después, a cada alicuota de 10 mL de muestra filtrada se adicionaron 0,5 mL
de disolucién reguladora de fosfato (50 mM, pH = 8,7) y 1 g de cloruro de sodio,
homogeneizando por agitacion manual durante unos segundos. Seguidamente, para la

etapa de microextraccion, se inyecté de forma rapida en la muestra acuosa, una mezcla
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que contenia 75 pyL de 1-undecanol (agente extractante) y 500 yL de ACN (agente
dispersante) usando una microjeringa. Esto gener6 una disolucion turbia, que consistia
en finas gotas de 1-undecanol dispersadas a través de la fase acuosa, en las que se
extrajeron los analitos. Posteriormente, se procedié a la centrifugacién durante 3 min a
867 g, recuperando la fase sobrenadante (volumen 65 + 5 pL), de la que se inyectaron 5

WL en el cromatografo.

Se obtuvieron diez muestras de orina humana de diferentes varones voluntarios
sanos, ninguno de ellos sometido a ningun tratamiento con farmacos. Se tomaron
volumenes de aproximadamente 100 mL de la primera orina de la mafana, siendo
recogidos en vasos estériles de plastico y mantenidos a 4 °C hasta el analisis, el cual se

llevé a cabo dentro de las 24 horas siguientes a su llegada al laboratorio.

En el tratamiento de las muestras de orina se incluyé una etapa de extraccion con
un disolvente organico. Esta etapa consistio en la adicion de 3,5 mL de ACN a 5 mL de
muestra conteniendo 10% m/v de cloruro de sodio, procediendo a su agitacion manual

durante 30 s antes de centrifugar durante 3 min a 867 g.

Tras la centrifugacion, se recuperé 1 mL del sobrenadante (ACN), que se utilizé
como disolvente dispersante en la etapa DLLME. A este volumen, se adicionaron 75 pL
de 1l-undecanol y la mezcla se inyect6 rapidamente en una disolucion que contenia 10
mL de agua, 0,5 mL de disolucion reguladora fosfato (50 mM, pH = 8,7) y 1 g de cloruro
de sodio. La turbidez formada en la disolucién se rompié mediante centrifugacion durante
3 min a 867 g. Posteriormente, se inyectaron 5 L de la fase sobrenadante (1-undecanol)

en el cromatégrafo.

En la Figura 1.2 se muestra un esquema del procedimiento analitico desarrollado

para determinar los compuestos en orina y aguas residuales.
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1 mL ACN sobrenadante
75 pL 1-undecanol
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‘ 5 mL muestra

3,5 mLACN .
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q Centrifugacién

500 UL ACN DLLME
75 pL 1-undecanol |
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Figura I.2. Esquema del procedimiento analitico desarrollado para la determinacién de
inhibidores PDE-5.

11.2.4. ESTUDIOS DE RECUPERACION

Para los estudios de recuperacion, se fortificaron dos muestras de agua y dos de
orina a dos niveles de concentracién por triplicado: 2 y 20 ng mL™ para aguay 5y 20 ng

mL"! para orina.

Las muestras fortificadas se dejaron reposar durante 1 hora a temperatura
ambiente para conseguir una distribucion uniforme de los analitos y su interaccion con la
matriz, antes de proceder a su analisis. Se verificd previamente que las muestras usadas

para los estudios de recuperaciéon estaban libres de los analitos estudiados.
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I1.3. RESULTADOS Y DISCUSION
11.3.1. SEPARACION CROMATOGRAFICA

La separacion cromatografica se optimizé mediante RP-LC inyectando 5 uL de
una disolucion estandar acuosa conteniendo los analitos a un nivel de concentracion de
2 ug mL*y usando tres columnas analiticas distintas: ODS Hypersil (10 x 0,4 cm, 5 ym),
Tracer Extrasil ODS2 (15 x 0,4 cm, 5 ym) y Zorbax Eclipse XDB-C18 (5 x 0,46 cm, 1,8
pMm). Como fase mévil se emplearon diferentes mezclas de disolventes, consistiendo en
ACN:é&cido formico y ACN:acetato de amonio en diferentes proporciones, distintos valores
de pH y considerando diferentes gradientes de elucién a velocidades de flujo de 0,4y 0,6

mL min-t.

Las primeras dos columnas proporcionaron resultados similares, los picos
cromatograficos no tuvieron una buena resolucién, bajo ninguna de las condiciones
experimentales ensayadas. La mejor resolucion se consiguié con la columna mas corta
y con menor diametro de particula, Zorbax Eclipse XDB-C18. Las condiciones
seleccionadas finalmente consistieron en una etapa isocratica inicial de 40:60
ACN:acetato de amonio (50 mM, pH = 6,9) de 6 min de duracion y, seguidamente, un
gradiente lineal hasta la mezcla 90:10, composiciéon alcanzada en 1 min y, a su vez,
mantenida durante 4 min. El volumen de inyeccién se estudi6 entre 5 y 20 L,
seleccionando el volumen de 5 yL, ya que condujo a picos cromatograficos mejor

definidos.

Bajo las condiciones cromatogréaficas seleccionadas, los tiempos de retencién
obtenidos fueron 1,75; 3,01; 3,97 y 4,16 min, para DSIL, TAD, VAR y SIL,

respectivamente.

Para el sistema de deteccion, se estudié el modo de ionizacion aplicado en la
fuente de electrospray usando el modo barrido completo para cada analito, y la mejor
sensibilidad se consiguié operando en modo de ionizacién positiva para los cuatro

compuestos, siendo la molécula protonada [M+H]" el ion precursor dominante.

La Tabla Il.1 muestra las transiciones MRM precursor/producto junto con el voltaje
del fragmentador y la energia de colisién aplicada para cada compuesto. Hay que tener
en cuenta que, aungue los compuestos VAR y SIL practicamente coeluyen, la
cuantificacion individual de cada compuesto fue posible, ya que muestran diferentes

iones precursores y distintas transiciones.
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11.3.2. OPTIMIZACION DE LA ETAPA DLLME

El procedimiento de preconcentracion mediante DLLME se optimizé utilizando una
disolucién estandar que contenia los analitos a una concentraciéon de 50 ng mL™*. Las
Figuras 1.3 a II.5 muestran el comportamiento observado para TAD y SIL, respecto a las
variables estudiadas. Dado que VAR y DSIL mostraron un comportamiento similar a SIL,
debido a la similitud de sus estructuras quimicas, no han sido incluidos en las figuras con
objeto de simplificarlas. Todas las experiencias fueron llevadas a cabo por duplicado,
mostrandose en las figuras las barras de error correspondientes a la desviacion estandar

de los distintos experimentos.

En primer lugar, se llevo a cabo la seleccién de los disolventes extractante y

dispersante mas apropiados.

Un buen disolvente extractante deberia mostrar una alta capacidad de extraccion,
alta solubilidad en la fase dispersante, baja solubilidad en agua, baja volatilidad y buen
comportamiento cromatogréafico. Se realizaron experimentos preliminares usando
disolventes organicos mas densos que el agua, ya que la recogida de la fase organica
enriquecida resulta mas sencilla desde el punto de vista practico que cuando dicha fase
organica presenta menor densidad que el agua. Se ensay0 tetracloruro de carbono,
cloroformo, diclorometano, 1,2-dicloroetano, 1,1,2,2-tetracloroetano y 1,1,2,2-
tetracloroeteno, usando 100 pL de disolvente extractante, que se combiné con 0,5 mL de
ACN, y la mezcla fue inyectada rapidamente en 10 mL de disolucién estandar acuosa.
Debido a la incompatibilidad de los disolventes organicos clorados con las fases méviles
empleadas en RP-LC, la fase sedimentada obtenida detras la centrifugacion, se evaporo

usando una corriente de nitrégeno y, posteriormente, se reconstituyé en 100 uL de ACN.

No se observé fase organica discernible tras la centrifugacién cuando se utilizé
diclorometano como extractante, debido probablemente a su elevada solubilidad en la
fase acuosa. Como se muestra en la Figura II.3A la sensibilidad mas alta se alcanzé
utilizando 1,1,2,2-tetracloroetano, mientras que con 1,2-dicloroetano y 1,1,2,2-

tetracloroeteno, las sefiales analiticas fueron muy bajas.

Para obviar la necesidad de evaporar la fase organica enriquecida y su
reconstitucion en un disolvente compatible con RP-LC, se estudiaron diferentes
disolventes extractantes menos densos que el agua: 1-octanol, 1l-undecanol, 1-
dodecanol, 2-octanona, 2-undecanona, tolueno y xileno. Solamente 1l-undecanol y 1-
dodecanol extrajeron los analitos de interés, el primero con una sensibilidad ligeramente

superior. Finalmente, se seleccioné 1-undecanol como disolvente extractante, ya que
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proporciond una sensibilidad similar y una repetitividad superior a 1,1,2,2-tetracloroetano
y, ademas, con su uso puede prescindirse de la etapa de evaporacion del extracto (Figura
I1.3A).

Como disolventes dispersantes se ensayaron ACN, metanol, etanol y acetona,
considerando su solubilidad tanto en 1-undecanol como en la fase acuosa. Cuando se
utilizé acetona, se observé una sensibilidad ligeramente inferior a la proporcionada por
los otros tres disolventes, entre los que no se observaron diferencias significativas. Por

tanto, se selecciond ACN ya que también era utilizado en la fase movil (Figura 11.3B).
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Figura I.3. Influencia de la naturaleza de los disolventes extractante (A) y dispersante
(B) en la etapa de microextraccion.

Para estudiar el efecto del volumen del disolvente extractante, se adicionaron
diferentes volimenes de 1-undecanol (50, 75, 100, 125y 150 pyL) a 0,5 mL de ACN, y la
mezcla se inyectd rapidamente en la fase acuosa. Las areas de los picos aumentaron
hasta 75 pL, y posteriormente, se observo una ligera disminucién, debido probablemente

a efectos de dilucién (Fig. 11.4A).

Los volimenes ensayados para el disolvente dispersante estuvieron en el rango
entre 0,25 y 2 mL. La sensibilidad aumentd hasta 0,5 mL, disminuyendo para volimenes
superiores, debido probablemente a un aumento de la solubilidad de los analitos en la
fase acuosa, empeorando la eficiencia de la extraccion (Fig. 11.4B). Consecuentemente,

el volumen seleccionado de ACN fue de 0,5 mL.



114 DLLME en la determinaciéon de inhibidores PDE-5

600 1| —= 1AD A B
ZzZza SiL
500 1 I !
3 T
2400 | T
o T
< 300
Q
~< 7
200 ?
7
100 | g
) , Al
0 : : : : : : : : : : :
50 75 100 125 150 250 500 750 1000 1500 2000
Volumen de 1-undecanol (ulL) Volumen de ACN (uL)

Figura Il.4. Influencia de los volimenes de los disolventes extractante (A) y dispersante
(B) en la sensibilidad del procedimiento DLLME.

La influencia del pH de la fase acuosa se estudi6 entre 4 y 9,6, usando
disoluciones reguladoras 50 mM de acetato de amonio/acido acético o fosfato. Como se
muestra en la Figura I1.5A, no se observaron diferencias significativas en el rango de pH
estudiado para TAD, mientras que los mejores resultados para SIL se obtuvieron a pH
8,7, siendo este valor seleccionado. Estos diferentes comportamientos pueden ser
explicados considerando los diferentes valores de pKa para estos compuestos, siendo
0,55y 6,03 para TAD y SIL, respectivamente [6].

La fuerza idnica de la fase acuosa se incrementé mediante la adicion de cloruro
de sodio en el intervalo de concentracion entre 0y 15% m/v. La sefial analitica aumento
ligeramente hasta alcanzar la concentracion de 10% m/v (Figura 11.5B), debido
probablemente a una disminucién de la solubilidad de los analitos en la fase acuosa. A
concentraciones superiores se aprecia una ligera disminucién de la sefial, probablemente
por la mayor dificultad de difusion de los analitos a través de la fase acuosa. Por tanto,

para los experimentos posteriores se seleccion6 la concentracién de NaCl de 10% m/v.
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Figura I1.5. Influencia del pH (A) y la fuerza i6nica (B) de la fase acuosa en la eficiencia
DLLME.

Se estudio la influencia del volumen de la fase acuosa entre 5y 10 mL y, como se
esperaba, se obtuvieron los mejores resultados con un volumen de 10 mL. No se
consideraron volimenes mayores debido a la capacidad de los tubos de centrifuga

usados para la etapa de DLLME.

Es conocido que, para algunos compuestos, la presencia de surfactantes en la
fase acuosa mejora la eficiencia de la extraccion mediante DLLME. Por esta razén, se
incorpord dodecil sulfato de sodio (SDS) en concentraciones entre 0,1 y 0,5 mM, pero

como no se observoé ningln efecto, su uso fue descartado.

Una etapa de centrifugacion durante 3 min a la velocidad maxima que soportan
los tubos centrifuga de vidrio usados (867 g) proporciond una fase enriquecida flotante

claramente discernible, con un volumen de aproximadamente 65+5 L.

Utilizando las condiciones finalmente seleccionadas, la gota organica enriquecida
fue solidificada por disminucion de su temperatura para comprobar si esta forma de
proceder presentaba alguna ventaja. Sin embargo, al no observarse ninguna mejora

solidificando la gota orgéanica, no se incluy6 esta etapa en el procedimiento DLLME.

La complejidad de la matriz de las muestras de orina impidi6é su uso directo como
fase acuosa en el procedimiento DLLME optimizado para muestras de agua. Asi, estas
muestras tenian que someterse a un alto grado de dilucién, conduciendo a una notable
disminucion de la sensibilidad del procedimiento propuesto. Para evitar esta etapa de

dilucion, se estudi6 la adiciéon de un disolvente organico a las muestras de orina, con el
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fin de extraer los analitos de la matriz. Se ensayaron diferentes volimenes de etanol y de
ACN dentro del rango de 3 a 5 mL, adicionados a 5 mL de orina conteniendo un 10% m/v
de cloruro sddico. Al utilizar etanol, no se observé ningun efecto beneficioso en la etapa
de extraccion. Sin embargo, la adicién de ACN, facilité la precipitacién de componentes
de la matriz y la recogida de una segunda fase organica discernible, que posteriormente,
puede ser utilizada como fase dispersante en la etapa de preconcentracion DLLME. La
adicion de 3,5 mL de ACN a 5 mL de muestra de orina conteniendo un 10% m/v de cloruro
de sodio permitié, tras agitacion manual y centrifugacion, recuperar 1 mL de la fase
organica enriquecida con los analitos. El uso de volimenes mas elevados de ACN dio

lugar a una disminucion en la sensibilidad de los analitos.

11.3.3. VALIDACION DEL METODO

Para estudiar la posibilidad de la existencia de efecto matriz, se aplicé el método
de adiciones estandar a tres muestras de agua y a tres muestras de orina diferentes,
analizando dos alicuotas de las muestras no fortificadas y fortificadas con los analitos de
interés, a tres niveles de concentracion comprendidos entre 15 y 50 ng mL™. Se llevé a
cabo un estudio estadistico usando el test-t de una muestra, que compara las pendientes
obtenidas para las gréaficas de calibrado mediante el método de adiciones estandar a las
muestras con las pendientes de las gréaficas de calibrado con estdndares acuosos para

cada analito.

Para las muestras de agua, se confirmé la ausencia de interferencias de la matriz,
ya que los valores de “p” fueron superiores a 0,05 en todos los casos. Sin embargo, en
las muestras de orina, los compuestos extraidos de la matriz junto a los analitos de interés
o el aislamiento no cuantitativo de los analitos en la fase de ACN, condujo a pendientes
menores para la calibracion por adiciones estandar a las muestras que por calibracion

con patrones acuosos. Para las muestras de orina, el test-t proporcion6 valores de “p

inferiores a 0,05 en todos los casos.

Ademas, utilizando un test ANOVA de un factor al nivel de confianza del 95%,
también se obtuvieron diferencias significativas entre las pendientes de las tres muestras
de orina distintas. En consecuencia, se recomienda el método de adiciones estandar para

la cuantificacion de las muestras de orina.

Las curvas de calibracion usando DLLME con LC-ESI-QqQ-MS/MS se obtuvieron

mediante andlisis de regresion lineal por minimos cuadrados, representando la
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concentracion de analito frente al area de pico, usando cinco niveles de concentracion
analizados por duplicado. Se obtuvo linealidad entre 0,5 y 100 ng mL™* para las muestras
de agua y entre 1,0 y 200 ng mL* para orina, dependiendo del compuesto. Los valores
de los coeficientes de regresion fueron superiores a 0,9985 en todos los casos.

Dependiendo del compuesto, los limites de deteccion (LODs), calculados como la
concentracion que proporciona una sefial tres veces superior a la del ruido, estuvieron en
los intervalos 5-50 y 15-250 ng L para aguas (Tabla I.2) y orinas (Tabla I1.3),
respectivamente. Los limites de cuantificacion (LOQs), calculados como la concentracién
gue proporciona una sefial 10 veces superior a la del ruido, estuvieron entre 17-170 y 50-
825 ng L para muestras de agua y orina, respectivamente, de nuevo dependiendo del

compuesto.

La repetitividad se calcul6é usando la desviacion estandar relativa (RSD) para una
serie de diez andlisis DLLME-LC-ESI-MS/MS consecutivos de muestras de agua (Tabla
I1.2) y orina (Tabla I1.3), fortificadas a dos niveles de concentracion diferentes. Los valores

de RSD obtenidos estuvieron entre 3,6% y 10% en todos los casos.

Tabla 1.2

Caracteristicas analiticas del método DLLME con LC-MS/MS para muestras de agua

RSD® (%)
Compuestos LOD? (ng L) LOQ" (ng L)
2 ng mL*? 20 ng mL?
DSIL 50 170 54 3,9
TAD 50 170 51 4,3
VAR 5 17 6,2 3,6
SIL 20 70 7,1 6,8

@ Calculado para S/N=3. " Calculado para S/N=10. ¢ n=10.

Los factores de enriguecimiento (EFs), calculados como la relaciéon de la
pendiente de la curva de calibraciéon obtenida por el método DLLME vy la obtenida sin

preconcentracion, fueron 75 para DSIL, 77 para TAD, 81 para VAR y 78 para SIL.
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Tabla 11.3
Caracteristicas analiticas del método DLLME con LC-MS/MS para muestras de orina
Compuestos LOD(ng L)  LOQP (ng LY RSD* (%)
5ng mL* 20 ng mL?
DSIL 250 825 8,8 7.6
TAD 150 500 9,0 8,5
VAR 15 50 9.6 10
SIL 50 170 9.4 8.9

3 Calculado para S/N=3. ? Calculado para S/N=10. ¢ n=10.

La selectividad del método se comprob6 por la ausencia de picos interferentes a
los tiempos de retencion de los compuestos de interés para diferentes muestras control.
Los cromatogramas de muestras blanco, que no contenian los analitos, no mostraron

compuestos en la matriz que dieran sefiales positivas falsas.

La Tabla Il.4 muestra una comparacion entre el método desarrollado y otros
publicados con anterioridad, basados en microextraccion y LC. Como ventajas del
método propuesto, se pueden destacar la elevada sensibilidad alcanzada, asi como la
sencillez y rapidez en el tratamiento de las muestras, ya que esta etapa implica tan solo
5 min para aguas y 3 min adicionales para muestras de orina. Estos tiempos son
comparables con los 15 min requeridos en las técnicas MSPE e IL-DLLME propuestas
por los grupos de investigacion de Tang [9] y Xiao [10], respectivamente; y
significativamente mas bajos que los requeridos en los métodos de extraccidén en fase
sélida dispersa (DSPE) y SBSE, que se hallan entre 40 y 70 min. Ademas, hay que
destacar que los LODs del procedimiento aqui desarrollado son mejores que los
proporcionados a través de otros procedimientos, que se encontraron entre 0,5y 10 ng

mL™! [22-26]. Esta mejora se debe al procedimiento de microextraccion.
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11.3.4. ANALISIS DE MUESTRAS Y ESTUDIOS DE RECUPERACION

El procedimiento DLLME-LC-ESI-QqQ-MS/MS optimizado se aplicé al anélisis de
diez muestras de agua y diez muestras de orina diferentes, no detectandose ninguno de
los compuestos bajo estudio.

La exactitud del procedimiento se comprobd mediante estudios de recuperacion
para dos muestras de agua y dos muestras de orina diferentes, fortificadas a dos niveles
de concentracion. Los resultados obtenidos se muestran en la Tabla Il.5. Las dos
muestras de agua seleccionadas para este estudio se obtuvieron de la misma WWTP en
martes y domingo (muestras 2 y 7), considerando de esta forma, posibles

comportamientos diferentes en la poblacién a lo largo de la semana.

Tabla Il.5
Porcentajes de recuperacion de muestras fortificadas analizadas mediante DLLME
Nivel de Nivel de
Compuestos fortificacion Agua 2 Agua 7 fortificacion Orinal  Orina 2
(ng mL™) (ng mL*)
93+4 92+5 5 89+6 89+7
DSIL
20 94 +5 94 +4 20 91+6 93+6
2 896 876 5 875 85+5
TAD
20 905 91+6 20 907 88+8
2 98+6 96 +5 5 94 +5 92+7
VAR
20 98 +4 99 +5 20 97 +4 98+5
sIL 2 95+6 90+6 5 887 91+6
20 96 +3 95+4 20 92+5 93+4

Recuperacidon media + desviaciéon estandar (n = 3)

Los valores de recuperacion se obtuvieron utilizando calibracion acuosa para
aguas y mediante el método de adiciones estandar para las muestras de orina. Las
recuperaciones para las muestras de agua fortificadas oscilaron entre 87 y 99%, con una
recuperacion promedio + SD (n = 48) de 94 + 3, mientras que para las muestras de orina
fortificada estuvieron entre 85 y 98%, con una recuperacion promedio + SD (n = 48) de
91 + 4. Los valores obtenidos para las recuperaciones promedio confirmaron la buena

exactitud del método propuesto en ambos tipos de matrices.
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Los analitos en las muestras fortificadas fueron identificados por sus tiempos de
retencion, sus transiciones, y la relacion de la transicion MRM1/MRM: entre las muestras
y las obtenidas para las disoluciones estandar, considerando una variabilidad del 20%.

La Figura 1.6 muestra el cromatograma de iones totales (TIC) y los
cromatogramas extraidos de cada uno de los iones (EIC) obtenidos para una muestra de
orina fortificada a 5 ng mL* y usando el método optimizado DLLME-LC-ESI-MS/MS. Se
obtuvieron similares cromatogramas para otras muestras de orina y para las muestras de

agua.
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Figura I1.6. Cromatograma de iones totales (TIC) y cromatogramas de iones extraidos

(dos transiciones) obtenidos para una muestra de orina fortificada (5 ng mL™), usando
DLLME-LC-ESI-MS/MS operando en modo positivo.
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[I.4. CONCLUSIONES

En este capitulo se demuestra el potencial de la técnica LC-MS/MS para la
determinacion rapida de sildenafil, tadalafil, vardenafil y N-desmetilsildenafil, en muestras
de agua y orina. Para la identificacion de los inhibidores de la PDE-5 y sus metabolitos
se utilizaron los patrones de fragmentacion MS/MS. La elevada sensibilidad alcanzada y
los cortos tiempos de analisis usando el procedimiento de microextraccion confirman que
el procedimiento de preparacion de la muestra desarrollado sigue las directrices de QAV.
Ademas, los fragmentos i6nicos generados mediante MS/MS son marcadores

caracteristicos utiles para la identificacién de los farmacos.
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EXTRACCION EN PUNTO DE NUBE ASISTIDA POR MICROONDAS PARA
LA DETERMINACION DE VITAMINA K MEDIANTE CROMATOGRAFIA
LIQUIDA Y ESPECTROMETRIA DE MASAS

RESUMEN

En este capitulo se describe un método para la determinacién simultanea de tres
formas de la vitamina K, filoquinona o vitamina K (PK), menaquinona o vitamina K, (MK-
4) y menadiona o vitamina Kz (MD), en vegetales utilizando la cromatografia liquida
acoplada a espectrometria de masas en tAindem con fuente de ionizacion por electrospray
(LC-ESI-MS/MS) y analizador de triple cuadrupolo (QgQ). Los analitos se aislaron de la
matriz de la muestra (1-1,5 g) mediante extraccion asistida por ultrasonidos (UAE) usando
2 mL de acetonitrilo, siendo dicho extracto sometido a extraccion en punto de nube (CPE)
asistida por microondas y empleando Tritbn X-45 como surfactante. Los factores de
enriquecimiento obtenidos se encontraron entre 20 y 50, dependiendo de la vitamina en
cuestion. Los compuestos de interés se determinaron mediante LC-ESI-QqQ-MS/MS en
el modo de monitorizacién de reacciones multiples (MRM), proporcionando identificacién
inequivoca y cuantificacion, con limites de deteccién de 0,8, 1,0 y 16 ng g* para MK, PK
y MD, respectivamente. Los ensayos de recuperacion para muestras fortificadas a dos
niveles de concentracion, 40 y 600 ng g* dependiendo del compuesto, proporcionaron
porcentajes de recuperacion en el intervalo 90-114%. Solo se detectd PK en las muestras

analizadas, en concentraciones comprendidas entre 90 y 2350 ng g*.
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I11.1. INTRODUCCION

La vitamina K comprende dos familias de compuestos, la vitamina K o filoquinona
(PK) y la vitamina K> o menaquinona (MK-n). Ambos compuestos contienen en su
estructura un anillo 2-metil-1,4-naftoquinona, diferenciandose en el sustituyente de la
posicion tres de la naftoquinona, que para PK es una cadena fitilica y para MK es una
cadena lateral con unidades isoprenoides repetidas. Mientras que PK se encuentra en la
naturaleza como un compuesto Unico, MK comprende una serie de vitaminas
conteniendo de 3 a 14 unidades de isopreno (MK-3 a MK-14) [1, 2].

Las vitaminas PK y MK son formas naturales de la vitamina K, mientras que la
vitamina K; o menadiona (MD) es un derivado sintético utilizado como producto
farmacéutico, aunque se ha descrito la formacion de MD mediante ruptura, por accion de

bacterias intestinales, de PK suministrada en la dieta [3]. En la Figura Ill.1 se muestran

las estructuras quimicas de las vitaminas estudiadas.

0
CH,
I
S
O CHs CH, CHj CH,

Filoquinona o vitamina K; (PK)

Menadiona o vitamina K3 (MD)

Figura lll.1. Estructura de las formas estudiadas de vitamina K.
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En materia de salud humana, las principales funciones de la vitamina K se hallan
relacionadas con la coagulacion sanguinea, la reduccion de la osteoporosis y las
enfermedades cardiovasculares [1, 3]. Estudios recientes muestran distintas perspectivas
de la vitamina K en el tratamiento de la diabetes tipo 2, debido al papel que juega esta

vitamina en el metabolismo de la glucosa [4].

La forma quimica de la vitamina K que se encuentra con mayor frecuencia en
alimentos es PK, la cual es producida por todas las plantas y algas verdes, donde actta
como receptor de electrones durante la fotosintesis. La intensidad del color verde en los
vegetales esta asociada generalmente con el contenido de PK, aunque también se ha
descrito la influencia del contenido de esta vitamina en el crecimiento de las plantas [5,
6]. Aunque la vitamina K; presenta una distribucion ubicua en la dieta humana, los

alimentos con mayor contenido son los vegetales de hoja verde y los aceites vegetales

[1].

La sintesis de MK es llevada a cabo por una bacteria que se encuentra en la flora
intestinal, actuando como portador de electrones en la cadena de transporte involucrada
en la respiraciéon [1]. Esta variante de la vitamina K se encuentra en carne, productos

lacteos y alimentos fermentados como el queso [7].

El interés en la MD, que actia como precursor de la vitamina K y como inductor
de las transiciones de permeabilidad mitocondrial, ha aumentado en los Ultimos afios

debido, entre otras razones, a su actividad contra células cancerosas [3].

La cromatografia liquida (LC) acoplada a detectores ultravioleta (UV) [5, 6, 8-13]
y de fluorescencia (FLD) [14-21] se ha aplicado para la determinacion de vitamina K en
una amplia variedad de muestras, siendo necesaria una etapa de derivatizacion de los
analitos cuando se utiliza FLD. Sin embargo, las ventajas inherentes a la espectrometria
de masas (MS) le han convertido en el sistema de deteccion preferentemente

seleccionado para la determinacion de estos compuestos.

Asi, la bibliografia muestra aplicaciones de LC acoplada a MS y MS en tdndem
(MS/MS) con ionizacién gquimica a presién atmosférica (APCI) [9, 10, 13, 22-27] e
ionizacion por electrospray (ESI) [3, 28-31], ambas fuentes de ionizacion trabajando en
modo positivo. Cuando se ha utilizado MS para la determinacion de MD, se ha detectado
una disminucién de la sensibilidad con respecto a PK y MK, lo que puede explicarse por

las diferencias entre la estructura quimica de MD frente a PK'y MK [3].

Los alimentos que se analizan con mayor frecuencia para la determinacion de
vitamina K son frutas y vegetales [5, 6, 9, 13, 15, 18, 19, 23, 26, 28, 30, 31], aceites
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vegetales [6, 8, 12], productos lacteos y alimentos infantiles [10, 12, 14, 21, 22, 29, 32].
El tratamiento de la muestra debe evitar condiciones que puedan afectar a la estabilidad
de las vitaminas, como la exposicion a la luz ultravioleta, asi como medios fuertemente
alcalinos y acidos [2]. Las matrices de alimentos de naturaleza lipidica, como la leche,
requieren de una etapa previa de hidrolisis, de este modo, los lipidos neutros pueden ser
eliminados por saponificacion [10, 12, 22] o digestién enzimatica [21, 29]. La extraccion
en disolventes organicos como hexano para aislar las vitaminas de la matriz de la muestra
y la posterior purificacion del extracto obtenido por medio de extraccion en fase sélida
(SPE) ha sido ampliamente discutida [5, 15, 18, 19, 23, 25, 28, 30]. La bibliografia también
muestra procedimientos basados en dispersion de matriz en fase sélida (MSPD) [9, 14]
y extraccion acelerada con disolventes (ASE) [23] para el aislamiento de vitamina K en

distintos tipos de alimentos.

Las técnicas miniaturizadas para el tratamiento de la muestra permiten obtener
altos factores de enriquecimiento con un minimo impacto ambiental. Asi, las técnicas de
microextraccion dispersiva liquido-liquido (DLLME) [13] y microextraccién en fase sélida
(SPME) [33] han demostrado su efectividad en la preconcentracion de vitamina K. Los
coacervados formados a partir de surfactantes no iénicos se han utilizado extensivamente
en la preconcentracion de compuestos hidrofébicos, dando lugar a la técnica conocida
como extraccion en punto de nube (CPE) [34]. El uso de surfactantes, frente a los
disolventes organicos téxicos e inflamables empleados normalmente en los métodos de
extraccion convencionales, coloca a CPE como procedimiento de microextraccion verde
de valor afadido. En el caso de MD, las posibilidades de CPE fueron previamente
exploradas mediante determinacion espectrofotométrica [35] y para PK usando LC-UV

[36], esta ultima aplicacion sin fines de cuantificacion.

Teniendo en cuenta las caracteristicas ventajosas de CPE, para limitar el uso de
disolventes organicos en la etapa de preconcentracion, en este capitulo se describe un
nuevo procedimiento para la determinacion de PK, MK y MD en vegetales mediante LC-
ESI-QqQ-MS/MS.

[11.2. PARTE EXPERIMENTAL
l1.2.1. REACTIVOS

Filoquinona (PK, vitamina K1, formula molecular: Cs1H602), menaquinona-4 (MK-

4, vitamina K, férmula molecular: Csi1H4002) y menadiona (MD, vitamina Ks, formula
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molecular: C11HsO,) fueron adquiridas en Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA). Las
disoluciones madre individuales de 1000 pg mL* de PK, MK-4 y MD se prepararon en
etanol. Con el fin de prevenir la fotodegradacion de las vitaminas, estas disoluciones
madre se guardaron en viales &mbar a — 20 °C. Las disoluciones estandar de trabajo se
prepararon diariamente en etanol y se guardaron a 4 °C.

El surfactante no i6nico utilizado fue polietilenglicol 4-tert-octilfenil éter (Triton X-
45) y fue proporcionado por Fluka (Buchs, Suiza), siendo usado al 15% (m/v) en
disolucién acuosa. Otros surfactantes empleados fueron tert-octil-fenoxipolietoxietanol

(Triton X-100) y octil-fenoxipolietoxietanol (Triton X-114).

Cloruro de sodio (99,5% de pureza), acetato de amonio y acido férmico fueron
obtenidos de Fluka. La disolucion 5 M de formiato de amonio (Agilent, Waldbronn,
Alemania) fue convenientemente diluida y usada en la fase movil. Metanol, etanol,

acetonitrilo e isopropanol se obtuvieron de Sigma.

111.2.2. INSTRUMENTACION

El sistema cromatogréfico utilizado consistié en un equipo Agilent 1200 HPLC
provisto de una bomba binaria (G1311A) y un compartimento termostatico para la
columna cromatografica (Agilent 1200, G1316B), operando bajo las condiciones
indicadas en la Tabla Ill.1. Se utilizé6 un muestreador automatico para la inyeccién en el
sistema LC, manteniéndose las disoluciones en microinsertos de vidrio de 250 puL

provistos de pies poliméricos, colocados dentro de viales de 2 mL de capacidad.

El sistema LC se acopld a un espectrémetro de masas Agilent G6410A operando
bajo las condiciones experimentales especificadas en la Tabla Ill.1. Los espectros de
masas registrados estuvieron dentro del rango entre 50 y 700 m/z uma. Para la
adquisicion de datos, el control del instrumento y el analisis cualitativo y cuantitativo, se
utilizé el software Agilent MassHunter Data Acquisition (Qualitative and Quantitative

Analysis).

Para identificar las transiciones O6ptimas de cada vitamina se emplearon
disoluciones individuales de cada analito, a un nivel de concentracién de 10 pug mL™?,
introducidas directamente por infusion en la fuente de iones, aplicando varios voltajes de
fragmentacion y energias de colision. Las transiciones finalmente seleccionadas se

muestran en la Tabla Ill.2.
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Para la identificacion inequivoca de los compuestos se utilizaron los tiempos de
retencion y las distintas transiciones MRM que implican la formacion de los iones
producto con los valores de m/z mas elevados. La transicion mas sensible se utilizé con

fines de cuantificacion.

Tabla 1.1

Condiciones experimentales del sistema LC-ESI-QqQ-MS/MS

Separacion cromatografica

Columna analitica Tracer Extrasil ODS2
(150 x 4 mm, 5 um de tamafio de particula)
Temperatura de la columna 35°C

Composicion de la fase movil Disolvente A: Disolucion acuosa de formiato de
amonio 10 mM y acido férmico 0,1% v/v

Disolvente B: Disolucion metandlica de formiato
de amonio 10 mM y &cido férmico 0,1% v/v

Gradiente de elucion 0-3 min 10:90 A:B
4 min 100% B (mantenida 13 min)
18 min 10:90 A:B (mantenida 3 min)

Flujo de fase movil 0,6 mL mint

Sistema de deteccion MS/MS

Condiciones del sistema de ESI: modo ion positivo
ionizacion Voltaje del capilar: 3000 V
Presién del nebulizador: 40 psi
Flujo del gas de secado: 9 L mint
Temperatura del gas de secado: 350 °C
Gas nebulizador y de colisién Nitrégeno

Analizador Triple cuadrupolo

En el tratamiento de la muestra se utilizé un homogeneizador IKA A1l (IKAWorks,
INC., Wilmington, NC, USA), una sonda de ultrasonidos (Dr. Hielscher, Teltow, Alemania)
equipada con un sonotrodo de titanio de 7 mm de diametro interno y una centrifuga EBA

20 (Hettich, Tuttlingen, Alemania). En la etapa CPE se utilizé un microondas doméstico.
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111.2.3. MUESTRAS Y PROCEDIMIENTO ANALITICO

Un total de diez vegetales distintos (lechuga iceberg, lechuga romana, escarola,
canonigos, col rizada, espinacas, berro, nabo, chirivia y zanahoria) fueron adquiridos en
un supermercado local. Las muestras se lavaron con agua destilada y se dejaron secar
para eliminar el agua de lavado. Para evitar el deterioro de las vitaminas, las muestras se
conservaron a 4 °C y evitando su exposicion a la luz, hasta su andlisis, que se realizé
generalmente en las 48 horas siguientes a su llegada al laboratorio. Todas las muestras
fueron troceadas manualmente en porciones de aproximadamente 05 cm vy

homogeneizadas usando un homogeneizador eléctrico.

Para aislar las vitaminas de la matriz sélida de las muestras se aplicé una etapa
de extraccion asistida por ultrasonidos (UAE). Para ello, se pesé entre 1 y 1,5 g de
muestra homogeneizada (dependiendo del contenido de vitamina) en un tubo de
centrifuga de 15 mL, conteniendo 0,15 g de cloruro de sodio. Seguidamente se afiadieron
2 mL de acetonitrilo y se sonicé la mezcla mediante la inmersion directa de la sonda de
ultrasonidos, durante 1 minuto y operando con pulsos de 0,75 s 'y 105 pm de amplitud.
Seguidamente, se centrifug6 a 6000 rpm durante 5 min. Se recogié 1 mL de acetonitrilo
sobrenadante y se diluyé con 5 mL de una disolucién de acetato de amonio (0,01 M, pH

7), que contenia 0,04% m/v de cloruro de sodio.

A continuacién, se adicionaron 50 pL de una disolucién acuosa de Tritdbn X-45 al
15% m/v, siendo la mezcla agitada manualmente durante unos pocos segundos, antes
de colocarse en un bafio de agua para ser introducida en un horno microondas doméstico
operando a potencia maxima durante 20 s, lo que dio lugar a la aparicion de turbidez en
la disolucién. Las vitaminas fueron extraidas en las pequefiisimas gotas del coacervado

dispersadas en el seno de la disolucién de la muestra.

Para facilitar la separacion de la fase acuosa y la fase rica en surfactante se
sumergié el tubo en un bafio de hielo durante 5 min. La fase enriguecida con los analitos
(volumen aproximado 15 pL) sedimenté en el fondo del tubo cénico y fue recogida
utilizando una microjeringa. La gota recuperada se colocé en un microinserto y se diluy6
con 30 yL de metanol, antes de ser inyectados 20 pL en el sistema cromatografico usando

un inyector automatico.

En la Figura Ill.2 se muestra un esquema del procedimiento seguido para la

determinacion de las tres vitaminas K en vegetales.
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Figura Ill.2. Esquema del procedimiento analitico para determinar vitaminas K en
muestras vegetales mediante CPE.

Como control de calidad positivo de la muestra, se utiliz6 una mezcla de los
analitos a una concentracion de 50 ng mL?! para PK y MK y 100 ng mL* para MD,
preparada en etanol. Esta mezcla estandar se analizé antes de cada lote de muestras y
entre analisis se almacend a -20 °C, siendo verificada su estabilidad durante un mes.

Ademas, también se utiliz6 un blanco de muestra (chirivia) también como muestra de
control de calidad.

La precision del método propuesto se estudid por analisis de diez alicuotas de 1,5
g de chirivia homogeneizada y fortificada por adicion de 100 pL de una disolucién patrén
preparada en etanol y conteniendo las vitaminas a la concentracién de 1,5 ug mL*? para
PKy MKy 3 ug mL* para MD, lo que condujo a niveles de fortificacién de 100 ng g* para
PK y MK y de 200 ng g! para MD. Las alicuotas de muestra fortificadas se
homogeneizaron durante 5 min y se mantuvieron en reposo durante 1 hora a temperatura
ambiente, antes de proceder a su analisis, con el fin de establecer la precision dentro del
mismo dia y en dias diferentes.
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111.2.4. ESTUDIOS DE RECUPERACION

Para los estudios de recuperacion, se fortificaron alicuotas de muestrade 1 a 1,5
g previamente homogeneizadas por adicion de volimenes comprendidos entre 50 y 225
pL de una disolucion estandar preparada en etanol y conteniendo las vitaminas a
concentraciones de 0,8 pg mL?! para PK'y MK y 4 ug mL?! para MD. Los niveles de
fortificacion se hallaron en los intervalos de 40 a 120 ng g* para PK y MK y de 200 a 600
ng g! para MD. Las muestras fortificadas se homogeneizaron durante 5 min y se
mantuvieron en reposo durante 1 hora a temperatura ambiente, con el fin de permitir que
los analitos interactuaran con la matriz y se distribuyeran de manera uniforme, antes de

proceder a su analisis, aplicando el protocolo descrito en el apartado anterior.

Este procedimiento de fortificacién se aplicé a dos muestras diferentes (lechuga
iceberg y nabo) y se analizaron por separado tres alicuotas de cada muestra a cada nivel
de concentracion. También se obtuvieron los porcentajes de recuperacion cuando el

proceso de fortificacion se llevé a cabo tras la aplicacion de las etapas de UAE y CPE.

111.3. RESULTADOS Y DISCUSION
111.3.1. SEPARACION CROMATOGRAFICA

Se utilizé cromatografia liquida en fase reversa llevandose a cabo la seleccién de
las condiciones de separacion mediante inyeccion directa de 20 yL de una disolucién
estandar conteniendo las vitaminas a la concentracion de 2 pg mLt. Se emplearon
diferentes mezclas de los disolventes A (disolucion acuosa de acido formico 0,1% viv y
formiato de amonio 10 mM) y B (disolucién metandlica de acido férmico 0,1% viv y

formiato de amonio 10 mM).

El programa de elucién seleccionado finalmente consistié en una etapa isocratica
de 3 min con una mezcla 10:90 v/v de los disolventes A y B, durante la que eluyé MD,
después se aplic6 un gradiente lineal de 1 min alcanzando el 100% del disolvente B,
composicion que se mantuvo durante 13 min para la elucién de MK y PK. Por dltimo, se
restablecieron las condiciones iniciales en 1 min, que se mantuvieron 3 min antes de la
siguiente inyeccion. El flujo de la fase movil que se adoptd fue de 0,6 mL min?, ya que

proporciond buena separacion y sensibilidad para los analitos (Tabla 111.1).

Los tiempos de retencion de cada vitamina mostraron una desviacién estandar,

dependiendo del compuesto, en el rango de 0,02 a 0,06 min para 10 andlisis consecutivos
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llevados a cabo en el mismo dia y entre 0,03 y 0,16 min, para 10 analisis llevados a cabo
en dias diferentes.

111.3.2. OPTIMIZACION DE LA ETAPA DE EXTRACCION ASISTIDA POR
ULTRASONIDOS

La etapa de preparacion de muestra en la determinacion de vitaminas liposolubles
en alimentos incluye generalmente una saponificacion, extraccion soélido-liquido y
extraccion liquido-liquido, en ocasiones con hidrolisis enziméatica [37]. El proceso de
saponificacion caustica es muy eficaz en la extraccion de vitaminas liposolubles para la
eliminaciéon de interferencias de origen lipidico, pero debido a la inestabilidad de la
vitamina K en condiciones alcalinas, no es recomendable su utilizacion. Por ello, se eligio
una extraccién directa soélido-liquido en acetonitrilo, ya que previamente se ha
demostrado su eficacia para el aislamiento de vitamina K desde matrices vegetales [13].
Ademas, teniendo en cuenta la influencia de la luz y el calor en la estabilidad de estos
analitos, el tratamiento de la muestra se llevo a cabo a temperatura ambiente y evitando

al maximo la exposicién a la luz.

Para la optimizacidon de esta etapa, se utiliz6 una muestra de lechuga romana,
fortificada con MD y PK a una concentracion de 0,5 ug g*. Se ensayaron diferentes
masas de muestra, entre 1y 3 g, y diferentes volimenes de acetonitrilo, comprendidos
entre 1 y 3 mL. La homogeneizacién de las muestras se llevé a cabo usando un agitador
orbital operando a maxima potencia durante 5 min, y centrifugando seguidamente a 3000
rpm durante otros 5 min. Las sefiales analiticas mas altas se obtuvieron para 1,5 g de
masa de muestra extraida con 2 mL de acetonitrilo, siendo esta la proporcion utilizada

para los experimentos posteriores.

El efecto de la aplicacion de ultrasonidos usando un bafio de agua durante 5 min,
operando a una frecuencia de 40 kHz, se comparé con el obtenido al sumergir una sonda
directamente en la mezcla de muestra y acetonitrilo durante 1 min. Las areas de los picos
obtenidos para las tres vitaminas utilizando la sonda de ultrasonidos fueron cuatro veces
mayores gue las obtenidas con el bafio de agua. A la luz de estos resultados, la etapa de
UAE se aplic6 mediante la inmersion directa de la sonda, ya que demostré6 su mayor
eficacia para la extraccion de los analitos con acetonitrilo en muestras vegetales.
Ademas, se constato que la aplicacion de ultrasonidos durante un tiempo mas prolongado

no aumentaba la eficacia de la extraccion.
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La adicién de cloruro de sodio a la mezcla de muestra y acetonitrilo mejoro la
transferencia de las vitaminas a la fase organica y, ademas, facilité la separacion de las
fases. Cuando se adicionaron diferentes masas de NaCl, comprendidas entre 0,1 y 0,5
g, los mejores resultados se encontraron con 0,15 g de sal, mientras que la sensibilidad
disminuyo para cantidades superiores. Por ello, se seleccion6 la masa de 0,15 g de sal
para los ensayos posteriores.

111.3.3. OPTIMIZACION DE LA ETAPA DE PRECONCENTRACION

Inicialmente se estudi6 la posibilidad de utilizar la técnica de DLLME con liquidos
ionicos (IL-DLLME) como disolventes extractantes, para la preconcentracion de las
vitaminas K. Se probaron los siguientes ILs de bis(trifluorometilsulfonil) imida: 1-hexil-3-
metilimidazolio [CeMImM][NTf]), 1-metil-3-octilimidazolio ([CsMIm][NTf,]) y 1-dodecil-3-
metilimidazolio ([C12MIM][NTf2]), utilizando un volumen de 100 pL de IL, 0,5 mL de
acetonitrilo como disolvente dispersante y 10 mL de fase acuosa conteniendo los analitos
a una concentracion de 100 ng mL?. La fase enriquecida de IL recuperada tras la
centrifugacion (entre 25 y 30 pL) fue diluida, antes de su inyeccién en el sistema LC, por
adiciéon de 30 uL de metanol con objeto de disminuir la viscosidad del extracto. Ademas,
se ensayo la extraccion mediante la formacion in situ del IL [CeMIm][NTf.], afiadiendo 50
KL de sus componentes idnicos, no observandose diferencias significativas en relaciéon a
la adicién de IL ya formado. Se descart6 la aplicacion de IL-DLLME, ya que la capacidad
de extraccion de los diferentes ILs estudiados fue, en todos los casos, en torno a la
tercera parte de la proporcionada por CPE (Figura 1l11.3), siendo esta ultima metodologia

adoptada con fines de preconcentracion.

Los surfactantes empleados como extractantes para CPE fueron Tritbn X-45,
Triton X-100 y Tritdn X-114, utilizando volimenes de 100 uL de disoluciones acuosas de
los surfactantes de concentracion 15% m/v y calentando la mezcla de extraccion durante
10 min en un bafio de agua, hasta la correspondiente temperatura de punto de nube de

cada extractante.

Cuando se utilizé como agente extractante Tritobn X-100, no se obtuvo fase
discernible de tensioactivo tras la centrifugacion, por lo que se descart6 este surfactante.
Las eficiencias de extraccion de Triton X-45 y Triton X-114 se muestran en la Figura l11.3,
donde puede observarse que la sensibilidad mas alta se alcanz6 con Tritén X-45, por lo

que se seleccioné como agente extractante.
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Figura 111.3. Influencia de la naturaleza de la fase extractante en la microextraccion. Las
lineas verticales indican la desviacién estandar para n=3.

Las diferentes variables experimentales que afectan a la eficiencia de extraccion
con CPE se optimizaron mediante un disefio ortogonal Taguchi [38] aplicado para cuatro
factores, cada uno de ellos a tres niveles: volumen de surfactante, volumen de fase

acuosa, concentracion de cloruro de sodio y tiempo de calentamiento (Tabla Il1.3).

Para llevar a cabo este estudio, se utilizd6 1 mL del extracto de acetonitrilo obtenido
en la etapa UAE aplicada a lechuga romana, fortificado con MKy MD a 300 ng mL?, y se

diluyé con diferentes volimenes de agua comprendidos entre 5y 9 mL.

Se ensayaron voliumenes de fase extractante comprendidos entre 50 y 150 pL. El
efecto de la fuerza ionica en la fase acuosa se estudio utilizando concentraciones de
cloruro de sodio dentro del rango de 0,2 a 0,4 g L*. Cuando la mezcla se calentd por
encima de la temperatura de punto de nube del surfactante, que dependiendo de la
concentracién se halla entre 25 y 38 °C [39], se formé el coacervado, siendo detectada
turbidez en la disolucién. El tiempo de calentamiento se estudié entre 10 y 20 min, usando
un bafio de agua. En todos los ensayos, la mezcla se centrifugd a 3500 rpm durante 3
min. Tras la centrifugacion y con el fin de facilitar la separacion de las fases, se enfrié la
mezcla a -20 °C durante 5 min. Finalmente, se inyectaron en el sistema cromatografico

20 pL de fase extractante previamente diluida con metanol.
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Tabla II1.3

Variables estudiadas en el disefio ortogonal Taguchi para el método CPE

Factor Nivel 1 Nivel 2 Nivel 3
Volumen de Tritén X-45 (uL) 50 100 150
Volumen de fase acuosa (mL) 5 7 9
Concentracion de NaCl (g L) 0,2 0,3 0,4
Tiempo de calentamiento (min) 10 15 20

Los efectos de los cuatro factores estudiados sobre la eficiencia media de

extraccion de las vitaminas se muestran en la Figura 1ll.4. Los mejores resultados se

obtuvieron con el menor volumen de surfactante y de fase acuosa. Los efectos de diluciéon

se ven légicamente minimizados con el uso de 50 pL de Triton X-45. La alta eficiencia de

extraccion proporcionada por la técnica CPE, incluso a bajas concentraciones de

surfactante, queda aqui verificada [34]. Cuando se ensayaron volumenes inferiores de

surfactante, la recogida de la fase enriquecida fue muy dificil, debido a la cantidad minima

recuperada. Respecto a la fuerza idnica de la fase acuosa, se observaron las areas de

pico mas altas con una concentracion de sal iguala 0,4 g L.
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Figura lll.4. Efecto de cuatro factores en la eficiencia de extraccion de las vitaminas.



144 CPE para la determinacion de vitaminas K

En la practica, resulta mas conveniente sustituir la etapa de calentamiento en bafio
de agua por la utilizaciéon de un horno microondas, ya que con ello se consigue acortar
considerablemente el tiempo de andlisis [40]. Ademads, utilizando un microondas
domeéstico se obtuvo incluso una mayor sensibilidad en la etapa CPE, calentando durante
20 s, lo que corresponde a aproximadamente 50 °C, temperatura suficiente para alcanzar
el punto de nube del Triton X-45.

La influencia del pH de la fase dadora se estudié usando disoluciones reguladoras
0,01 M, como fase acuosa, con valores de pH comprendidos entre 3y 9. La sensibilidad
de las tres vitaminas se incrementd hasta pH 7, disminuyendo para valores de pH

superiores, seleccionando este pH para realizar ensayos posteriores.

Obsérvese que el volumen de la fase extractante recuperada (15 pL) se diluy6 por
adicion de 30 pL de metanol para reducir la viscosidad de la disolucion, facilitando su
paso a través del sistema cromatografico. En consecuencia, se puede afirmar que el
procedimiento CPE optimizado permite la preconcentracion de las vitaminas K
eficazmente, pudiendo ser catalogado como procedimiento rapido, verde y de facil

aplicacion.

111.3.4. VALIDACION DEL METODO

Se aplicd un test ANOVA para comparar las pendientes de las graficas de
calibracion estandar y las obtenidas a través del método de adiciones estandar aplicado
sobre tres muestras diferentes, con objeto de comprobar la relevancia de cualquier efecto
matriz. Dado que para las tres vitaminas se obtuvieron valores de “p” superiores a 0,05
en todos los ensayos, se confirmé la ausencia de efecto matriz. Por tanto, se propone el
procedimiento de calibracion con estandares externos con fines cuantitativos. Para ello,
los patrones se prepararon en una mezcla acetonitrilo:agua en la proporcién 1:5, siendo
sometidos a la etapa de preconcentracion CPE optimizada antes de su inyeccion en el

sistema LC.

El método propuesto, CPE combinado con LC-ESI-QqQ-MS/MS, se validé a
través de los parametros de linealidad, limites de deteccién (LODs), limites de
cuantificacién (LOQs) y repetitividad. Las curvas de calibracién se obtuvieron mediante
andlisis de regresion lineal por minimos cuadrados del &rea de pico frente a la
concentracion de analito, utilizando seis niveles de concentracion. Se encontrd

comportamiento lineal entre 15 y 500 ng mL* para MD y entre 1 y 500 ng mL* para MK
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y PK. Los valores de las pendientes de calibracion obtenidas, expresadas como el valor
medio + desviacion estandar (n=6), fueron 59+4, 894+49 y 825+71 mL ng* para MD, MK
y PK, respectivamente. En todos los casos se obtuvieron coeficientes de regresion
superiores a 0,9970.

Los valores de LOD y LOQ se calcularon sobre la base de tres y diez veces,
respectivamente, el valor de la desviacion estandar de la ordenada en el origen de las
curvas de calibracion. Los LOD obtenidos para MD, MKy PK fueron 4, 0,20y 0,25 ng mL"
!, respectivamente. Los valores encontrados de LOQ para MD, MK y PK fueron 13, 0,7 y
0,8 ng mL?, respectivamente. Considerando el tratamiento de muestra optimizado los
LOD y LOQ variaron dentro de los intervalos 0,8-16 y 2,8-52 ng g1, respectivamente,
dependiendo del compuesto. El valor de LOD obtenido para PK (0,8 ng g*) permite su
deteccion en vegetales, de los que un consumo de 100 g contribuye en un 0,1% a la
ingesta diaria recomendada para una persona adulta (1 ug kg de peso corporal al dia),
establecida por la comisién técnica de productos dietéticos, nutricion y alergias de la
Autoridad Europea de Seguridad Alimentaria (EFSA) [41].

El estudio de la precision del método se llevd a cabo en base a repetitividad y
reproducibilidad, expresandose como la desviacion estandar relativa (RSD) para diez
analisis llevados a cabo en el mismo dia y en dias distintos, utilizando una muestra de
chirivia fortificada a 100 ng g de PK y MK y 200 ng g'* de MD. Los valores de RSD fueron
8,8y 9,2% para PK, 5,1y 6,3% para MK y 10,5y 10,9% para MD, para la precision en el
mismo dia y en dias diferentes, respectivamente. A la vista de los resultados obtenidos,

puede afirmarse que el método desarrollado tiene un grado satisfactorio de precision.

Los factores de enriquecimiento (EF) se calcularon como la relacién entre la
pendiente de la curva de calibracion aplicando el procedimiento CPE y la obtenida al
omitir la etapa de preconcentracién, obteniéndose valores de 50, 45 y 20
correspondientes a PK, MK y MD, respectivamente. Estos valores de EF mostraron una
mayor preconcentracién mediante CPE para las vitaminas PK y MK, mientras que MD
mostro una menor afinidad en la extraccion con Tritdn X-45, debido probablemente a la
ausencia en su estructura quimica de la cadena lateral en la posicion C-3, que si se halla

presente en MKy PK.

La Tabla Ill.4 muestra una comparacion del método desarrollado con otros
procedimientos previamente publicados para la determinacion de vitamina K en alimentos
mediante LC. Hay que destacar que se presenta aqui por primera vez la aplicacion de
CPE para la preconcentracion de estas vitaminas y que se obtienen, para PK y MK,

sensibilidades comparables a las encontradas con otros tratamientos de muestra
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convencionales como SPE [18, 23, 25, 30] o a otros procedimientos miniaturizados como
DLLME [13] y MSPD [14], tratandose CPE de un método sencillo, rapido y que evita el
uso de disolventes organicos toxicos. Las caracteristicas analiticas obtenidas muestran
gue la combinacion del tratamiento de la muestra UAE-CPE con LC-ESI-QqQ-MS/MS
permite su uso en analisis rutinario de alimentos vegetales, minimizando la manipulacién

de la muestra.
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111.3.5. ANALISIS DE LAS MUESTRAS

El método optimizado basado en UAE-CPE combinado con LC-ESI-QqQ-MS/MS
se aplicé al andlisis por triplicado de diez muestras de distintos vegetales. Los contenidos
de PK obtenidos estuvieron en el rango entre 90 y 2350 ng g* que correspondieron a
lechuga iceberg y candnigos, respectivamente (Tabla l11.5). En las muestras estudiadas,
no se detectaron MK ni MD, y tampoco se encontrd ninguna de las vitaminas K analizadas
en las muestras de chirivia, nabo y zanahoria, al menos por encima de sus
correspondientes LODs. Se llevo a cabo un segundo tratamiento UAE-CPE para verificar
gue la recuperacion habia sido completa.

Como era de esperar, se confirmo que los vegetales de hoja verde eran buenas

fuentes de vitamina K, mientras que ésta se hallaba ausente en los tubérculos analizados.

Tabla Ill.5

Contenidos de filoquinona en los vegetales analizados

Muestra Concentracion (ng g?)
Lechuga iceberg 0+7

Lechuga romana 197 £ 15

Escarola 264 = 20

Canonigos 2350 £+ 198

Col rizada 710 £ 55

Espinacas 980+ 70

Berro 955 + 68

a Valor medio * desviacion estandar (n=3)

En la Figura Ill.5 se muestra el cromatograma de iones totales (TIC) obtenido para
una disolucién estandar conteniendo una mezcla de las vitaminas a una concentracion
de 40 ng mL? para PK y MK y 80 ng* mL para MD, y para una muestra de espinacas

utilizando el método optimizado.
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Figura Il.5. Cromatogramas de iones totales para una disoluciéon estandar (40 ng mL?
para PK'y MK, y 80 ng mL* para MD) (A) y una muestra de espinacas (B) usando el
método desarrollado.

111.3.6. ESTUDIOS DE RECUPERACION

La fiabilidad del procedimiento optimizado se comprobé mediante estudios de
recuperacion para dos muestras diferentes fortificadas a tres niveles de concentracion.
Las recuperaciones de las vitaminas de las muestras fortificadas (nabo y lechuga iceberg)
variaron entre 90,3 y 114%, con un valor medio = SD (n = 18) de 1017 (Tabla Ill.6),
cuando las muestras fueron fortificadas antes de ser sometidas a la etapa UAE. Se
obtuvieron valores de recuperacion en el intervalo de 93,2 a 110%, al comparar las areas

de pico obtenidas cuando los analitos fueron afiadidos antes y después del procedimiento
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UAE-CPE. No se observaron diferencias significativas en los valores obtenidos de RSD
paralas recuperaciones de las tres vitaminas en las muestras fortificadas, oscilando estos

valores entre 3,9 y 8,4%.

Los analitos se identificaron utilizando sus tiempos de retencion, las transiciones
proporcionadas por los espectros de masas y comparando el porcentaje de cada
transicion obtenida a partir de las disoluciones patrén y de las muestras. No se

observaron picos interferentes en los tiempos de elucion de los analitos.

Tabla lll.6
Estudios de recuperacion de las vitaminas en muestras fortificadas.
Compuesto Nivel de Lechuga iceberg Nabo
fortificacion (ng g)
PK 40 109 + 5,3 (4,8) 97 +4,9 (5,0)
80 101 + 6,3 (6,2) 108 + 5,2 (4,8)
120 98 £ 6,9 (7,0) 102 + 6,1 (5,9)
MK 40 109 + 4,3 (3,9) 97 £8,0 (8,3)
80 90 £5,6 (6,2) 96 +5,5 (5,7)
120 93 +6,0 (6,4) 106 + 4,6 (4,3)
MD 200 109 + 5,4 (4,9) 114 + 6,2 (5,4)
400 100 + 6,9 (6,9) 92 +7,8(8,4)
600 91 +7,8(8,6) 95 +5,8(6,1)

2 Valor medio + desviacidén estandar (n=3). Los valores entre paréntesis corresponden
a las RSDs.

[11.4. CONCLUSIONES

En este estudio ha quedado demostrado que la extraccién en punto de nube es
una técnica de preconcentracion respetuosa con el medio ambiente y una excelente
alternativa para la determinacién de tres formas de vitamina K (PK, MK y MD) en
vegetales. La aplicacién de energia de microondas en la etapa CPE permite acortar el
tiempo del tratamiento de la muestra. La técnica LC-MS/MS proporciona, para el analisis
de los extractos preconcentrados, una separacién Optima de las vitaminas y una

identificacion inequivoca, ofreciendo alta sensibilidad y precision.
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MICROEXTRACCION LIQUIDO-LIQUIDO PARA LA PRECONCENTRACION
DE GLIFOSATO Y SU PRINCIPAL METABOLITO. DETERMINACION
MEDIANTE CROMATOGRAFIA LIQUIDA CON DETECCION
FLUORESCENTE

RESUMEN

Se propone un procedimiento de microextraccion liquido-liquido con formacién de
pares i6nicos (IP-LLME) para la preconcentracion del herbicida glifosato (GLI) y su
principal metabolito, el acido aminometilfosfonico (AMPA), empleando metil isobutil
cetona como disolvente extractante y bromuro de hexadeciltrimetilamonio como reactivo
formador de pares i6nicos. Los analitos fueron previamente sometidos a reaccion con
cloroformiato de 9-fluorenilmetilo dando lugar a derivados fluorescentes de menor
caracter polar que los compuestos originales. Los extractos preconcentrados fueron
analizados mediante cromatografia liquida con deteccion fluorescente (LC-FLD). El
procedimiento optimizado se aplico al andlisis de aguas y vegetales, incluyendo en este
Gltimo caso, una etapa previa de extraccion asistida por ultrasonidos, y el extracto
obtenido fue sometido a IP-LLME. Los factores de enriquecimiento fueron 62 y 85 para
GLIy AMPA, respectivamente. La exactitud del método IP-LLME combinado con LC-FLD
fue estudiada a través de ensayos de recuperacion, obteniéndose valores dentro del

intervalo 88-106%. Los limites de deteccién fueron 0,2 y 0,15 ng mL™* para GLI y AMPA,

respectivamente.

Derivatizacién

IP-LLME

CTA+-B

8y

. I
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IV.1. INTRODUCCION

El glifosato (N-fosfonometilglicina, GLI) es un herbicida no selectivo, sistémico y
de amplio espectro, usado a nivel mundial para el control de hierbas, tanto de hoja
perenne como caduca, que lo absorben a través de sus hojas y no de sus raices. Desde
su introduccion a finales del siglo pasado, se ha convertido en el herbicida mas usado a
nivel mundial [1]. Este compuesto actda por inhibicion enzimética impidiendo la sintesis
de aminoacidos. Se trata de un analogo aminofosfénico del aminoacido natural glicina,

gue se halla protonado y presenta diferente carga iénica en funcion del pH [1].

El principal producto de degradacién de GLI es el acido aminometilfosfénico
(AMPA) que aparece por accion de la microflora del suelo, tanto en condiciones aerdbicas
como anaerdébicas. A su vez, AMPA es degradado a acido fosférico por accién bacteriana
o se descompone por accion del 6xido de manganeso presente en el suelo [2]. La Figura

IV.1 muestra las estructuras de GLI y su principal metabolito.

O
O H O
I N I
HO_FI’_/ \)I\OH H2N\/|5\/OH
Glifosato Acido aminometilfosfénico

Figura IV.1. Estructura guimica de los compuestos estudiados.

Desde su introduccion en explotaciones agricolas en 1974, y durante mucho
tiempo, la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) habia considerado a GLI como
toxicolégicamente inofensivo para el hombre y el medio ambiente debido a su rapida
degradacién. Sin embargo, numerosos estudios obligaron a la OMS a reclasificar en 2018
este herbicida como posible agente carcinogénico, debido a su elevada solubilidad en

agua que conduce a la contaminacién de los medios acuaticos [1-3].

El control de la presencia de GLI y AMPA en muestras ambientales genera
actualmente gran preocupacion [1]. Ademas, puesto que se ha detectado GLI en ciertos
cultivos, y teniendo en cuenta sus posibles efectos nocivos sobre el hombre, la Comision
Europea ha establecido niveles maximos de residuos (MRLs) para alimentos de origen

agricola, que varian entre 0,1y 50 mg kg*, dependiendo del alimento [4].
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La determinacion de GLI y AMPA no estd exenta de dificultades debido a
caracteristicas fisico-quimicas, tales como elevada solubilidad en agua, baja solubilidad
en disolventes organicos, caracter anfotero y la simplicidad de sus estructuras quimicas
que les impiden la absorcién de luz de la region ultravioleta-visible. Se han dedicado
varias revisiones bibliogréaficas a recopilar los diferentes métodos analiticos desarrollados
para este proposito [1,2,5,6]. La cromatografia liquida (LC) ha sido con diferencia la
técnica mas aplicada, aunque la bibliografia muestra algunos métodos basados en
cromatografia de gases [7-10], electroforesis capilar [11,12] y ensayo por
inmunoabsorcion ligado a enzimas (ELISA) [13,14]. Los sistemas de deteccion mas
comunmente acoplados a LC son los basados en fluorescencia (FLD) [15-25] y
espectrometria de masas en tandem (MS/MS) [26-37].

Aunqgue para LC-MS/MS los analitos pueden ser detectados en su forma original
[28-30,35-37] o tras ser sometidos a una reaccién quimica [26,27,31-33], cuando se
utiliza FLD, la derivatizacion de GLI y AMPA resulta imprescindible [15-25]. Son
numerosos los agentes quimicos empleados para la conversion de GLI en especies
fluorescentes [2]. Cloroformiato de 9-fluorenilmetilo (FMOC) es el agente derivatizante
mas ampliamente usado en estas determinaciones [15-17,19,21-24,26,27,31-33],
transformando GLI y AMPA en derivados de carbamato. Esta reaccion es la base del
método recomendado para analisis de aguas en la norma de la Organizacion
Internacional de Estandarizacion (ISO) 16308:2014. Entre otros reactivos fluoréforos
empleados, cabe citar el cloruro de 3,6-dimetoxi-9-fenil-9H-carbazol-1-sulfonilo [20] y el
o-ftalaldehido (OPA), siendo necesaria para este Ultimo la conversién previa de GLI y
AMPA a sus formas de amina primaria y que ha sido aplicada tanto antes como tras la

separacion cromatografica con FLD [18, 25].

La formacion de productos no deseados en la reaccion de derivatizacion con
FMOC, asi como el exceso de reactivo, pueden provocar problemas tales como la
deteccidon de picos cromatogréficos inesperados en FLD y el deterioro de las fases
estacionarias de LC. Se han descrito diferentes estrategias con objeto de minimizar estos
inconvenientes [1,2,5,6]. La seleccion de las condiciones de reaccion que minimicen el
exceso de reactivo derivatizante, la aplicacion de tiempos de reaccién cortos y de bajas
temperaturas, han demostrado su eficacia en la minimizacién de la formacién de FMOC-
OH, que aparece como producto de hidrélisis y descarboxilacion de FMOC [22,23].
Alternativas més drasticas basadas en la aplicacion de extraccion liquido-liquido (LLE)
[17,27] y extraccion en fase soélida (SPE) [21,26,31] han sido también propuestas,
consiguiendo en este Ultimo caso, en ocasiones, la preconcentracion de los compuestos

de interés.
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Con objeto de incrementar la sensibilidad de los métodos propuestos, la técnica
SPE, con fases estacionarias de intercambio iénico [17,19,20] y polimeros de impresién
molecular [38], ha proporcionado muy buenos resultados para los compuestos no
derivatizados. A pesar de las demostradas ventajas de las técnicas miniaturizadas con
fines de preconcentracion, son pocas las aplicaciones encontradas: microextraccion con
membrana liquida (SLME) [18,39], microextraccion dispersiva liquido-liquido (DLLME)
[24,33,40] y extraccién en fase solida magnética (MSPE) [11,34,41].

En este capitulo se presenta un método para la determinacion de GLI y AMPA en
aguas y vegetales mediante LC-FLD. Los analitos sometidos a derivatizacién con FMOC
son preconcentrados empleando microextraccion liquido-liquido con formacion de pares
ionicos (IP-LLME).

IV.2. PARTE EXPERIMENTAL
IV.2.1. REACTIVOS

Glifosato (GLI, N-fosfonometilglicina, estdndar analitico, férmula molecular:
CsHgNOsP) y acido aminometilfosfonico (AMPA, 99%, férmula molecular: CHgNO3P)
fueron suministrados por Sigma-Aldrich (Steinheim, Alemania). El reactivo derivatizante
cloroformiato de 9-fluorenilmetilo (FMOC) se adquirié de Fluka (Buchs, Suiza). Para la
optimizacion de la separacion cromatografica se emplearon estandares de los analitos
derivatizados: GLI-FMOC (99%) y AMPA-FMOC (98%), ambos obtenidos de Dr.

Ehrenstorfer (Augsburg, Alemania).

Los disolventes acetonitrilo (ACN), metil isobutil cetona (MIBK), diclorometano,
acetato de etilo y 1-undecanol fueron comprados a Fisher Scientific (Madrid, Espafa).
Bromuro de hexadeciltrimetilamonio (CTAB, 99,5%), cloruro de tetrabutilamonio (TBAC,
97%), bromuro de tetradeciltrimetilamonio (TTAB, 99%), acido férmico (98%), acido
clorhidrico (37%), tetraborato sddico (99%), acido acético y acetato amoénico fueron

suministrados por Sigma.

Se prepararon disoluciones estandar individuales de GLI y AMPA (1000 ug mL™)
en agua pura y fueron almacenadas a -18 °C, siendo estables durante 3 meses. Las
disoluciones intermedias se prepararon en agua y se guardaron en el frigorifico a 4 °C.
Se prepararon disoluciones de calibraciéon de concentraciones entre 1y 100 ng mL™ en
agua, combinando los volimenes apropiados de las disoluciones intermedias. Para el

proceso de derivatizacion, se usé una disolucion reguladora de borato 0,06 M y pH 9,5.
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El reactivo derivatizante se disolvié en acetonitrilo a la concentracion de 7,7 mM (2000

Hg mL™)

IV.2.2. INSTRUMENTACION

El sistema HPLC empleado consistio en una bomba cuaternaria Agilent 1100
(Agilent, Waldbronn, Alemania) (G1311A) operando con un flujo de 1 mL min?. Los
disolventes fueron desgasificados en linea usando un sistema de membrana (G1379A).
El detector de fluorescencia (G1321A) operé con una longitud de onda de excitacion de
216 nmy una longitud de onda de emision de 316 nm. Los valores de limites de deteccion
(LOD) y de cuantificacién (LOQ) fueron calculados utilizando el parametro relacion sefial-
ruido, siendo medido el ruido en zonas del cromatograma préximas a los tiempos de
retencion de los analitos a través del programa informéatico Agilent ChemStation para
sistemas LC 3D (Rev. B.04.03 16). Se consider6 el nivel de concentracion de los analitos
gue daba lugar a una sefial igual a tres y diez veces la sefial del ruido para calcular LOD
y LOQ, respectivamente. La columna analitica usada fue una Discovery HS-PEG 5 (15
cm x 4,6 mm y 5 um de tamafio de particula) de Supelco (Bellefonte, USA). También se
usé una columna Tracer Spherisorb NH2, (150 x 4,0 mm, 5 ym) de Teknokroma
(Barcelona, Espafia). La fase mévil consistio en una mezcla 20:80 de ACN y acetato
amaonico 50 mM y pH 4 ajustado con acido acético, operando en condiciones isocraticas.
Se mantuvo un flujo de 0,5 mL min* durante todo el proceso de separacion. Volimenes
de inyeccién de 20 pL fueron manualmente introducidos en el sistema LC mediante una
valvula de inyeccion modelo 7125-075 Rheodyne (Rheodyne, CA, USA).

La homogeneizacion de las muestras de vegetales se llevé a cabo usando un
homogeneizador eléctrico Polytron PT2000 (Kinematica Ag, Lucerne, Suiza). Para la
extraccion de los analitos se usé un procesador de ultrasonidos UP 200 H (Dr Hielscher,
Teltow, Alemania), con una salida efectiva de 200 W en medio liquido, equipado con un
sonotrodo de titanio de 7 mm de diametro. La potencia de la sonda de ultrasonidos se
ajusté al 60% (104 pum de amplitud, 180 W cm2 de densidad de potencia), aplicando 75
ciclos de 1 segundo cada uno. En el tratamiento de la muestra se utiliz6 también una
centrifuga EBA 20 (Hettich, Tuttlingen, Alemania) y un sistema de evaporacion
XcelVapTM (Horizon Technology, Salem, USA). Las muestras de aguas y los extractos
vegetales se filtraron a través de filtros de Nylon de 0,45 um (Teknokroma) antes de ser

sometidos a preconcentracion.
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IV.2.3. MUESTRAS Y PROCEDIMIENTO ANALITICO

Se analizaron cinco muestras de aguas de riego recogidas en diferentes puntos
del sureste espafiol. Las muestras fueron almacenadas en la oscuridad a 4 °C hasta su
andlisis, que se llevo a cabo dentro de las 24 h siguientes a su llegada al laboratorio. Las
particulas sélidas en suspension fueron eliminadas por filtracion a través de filtros de

Nylon de 0,45 pum.

Para su andlisis, se colocaron 10 mL de muestra filtrada en un tubo de vidrio de
centrifuga de 15 mL de capacidad y se afiadieron 1 mL de reguladora de borato 60 mM
de pH 9,5 y 1 mL de disolucién de FMOC de 2 g L. La mezcla se agit6 manualmente
durante unos pocos segundos y se dej6 reaccionar durante 2 h a temperatura ambiente.
Se aplicoé una etapa LLE por duplicado con adicién de 1 mL de acetato de etilo para
eliminar el exceso de derivatizante, descartando las fases organicas. Seguidamente, para
la preconcentracion de los analitos derivatizados, se afiadieron 1 mL de disolucién
reguladora de formiato/acido férmico (0,1 M, pH 3), 0,1 mL de disolucion de CTAB 25 mM
y 0,5 mL de MIBK. Se agité la mezcla de forma manual durante unos segundos y se
centrifugd a 3000 rpm durante 3 min. La fase organica (aproximadamente 250 pL) se
recogié usando una microjeringa y se evapord hasta sequedad en atmosfera de
nitrégeno. El residuo seco se reconstituyoé por adicion de 50 gL de ACN, antes de su

inyeccion en el sistema LC.

Las muestras vegetales estudiadas fueron tres variedades de lechuga (iceberg,
romana y escarola) y espinacas, todas adquiridas en un supermercado local. Las

muestras se homogeneizaron usando un homogeneizador eléctrico.

Para el andlisis de los vegetales se aplicd una etapa de extraccién asistida por
ultrasonidos (UAE), afladiendo 15 mL de agua a 2 g de muestra homogeneizada y la
mezcla se sometié a la accion de los ultrasonidos por medio de una sonda directamente
sumergida durante 2 min y aplicando 75 ciclos de 1 s de duracién y 104 ym de amplitud.
Seguidamente, se centrifug6 la mezcla a 5000 rpm durante 5 min, recuperandose la fase
acuosa para ser sometida a una etapa de limpieza mediante LLE usando 1 mL de
diclorometano. Finalmente, se filtr6 una alicuota de 10 mL del extracto limpio usando
filtros de Nylon de 0,45 pmy se sometio a las etapas de derivatizacion y preconcentracion

anteriormente descritas.

En la Figura IV.2 se muestra un esquema del procedimiento desarrollado para
determinar el contenido de GLI y AMPA en muestras de agua de riego y en muestras

vegetales.
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Figura IV.2. Esquema del procedimiento analitico desarrollado para la determinacion de
GLIy AMPA en agua y en vegetales.

IV.2.4. ESTUDIOS DE RECUPERACION

Para los estudios de recuperacion se fortificaron por triplicado dos muestras de
aguas de riego y dos vegetales previamente homogeneizados (lechuga iceberg y
espinacas) a dos niveles de concentracion: 10 y 25 ng mL* para aguasy 50 y 100 ng g*
paravegetales. Las muestras fortificadas se homogeneizaron y se mantuvieron en reposo
durante 1 h en la oscuridad, con el fin de conseguir una distribucion uniforme de los
analitos y su interaccion con la matriz de la muestra, antes de proceder a su andlisis de

acuerdo con los protocolos descritos en el apartado anterior.

IV.3. RESULTADOS Y DISCUSION
IV.3.1. SEPARACION CROMATOGRAFICA

Las condiciones de separacion se optimizaron usando los analitos disponibles
comercialmente en forma de sus derivados de carbamato con FMOC. Para ello, se
estudié la capacidad de separacion de dos columnas analiticas con diferentes fases

estacionarias (amino- y polietilenglicol (PEG)) usando como fase movil diferentes
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mezclas de ACN con é&cido férmico, acetato amoénico o fosfato amobnico a
concentraciones 0,1 y 0,05 M y valores de pH comprendidos entre 4y 6,5.

Los mejores resultados se obtuvieron usando la fase estacionaria basada en
polietilenglicol y la mezcla ACN:acetato amonico (50 mM, pH 4 ajustado con acido
acético) en la proporcion 20:80 como fase movil, impulsada a 0,5 mL mint. Bajo estas
condiciones, los tiempos de retencion fueron 7,05 y 9,80 min para GLI y AMPA,

respectivamente.

La elucion en fase reversa (RP) en condiciones isocraticas ha resultado ventajosa
para el andlisis de muestras medioambientales, que generalmente contienen especies
de alta polaridad como acidos organicos, sustancias himicas y carbohidratos, evitando

asi su interferencia con los analitos en estudio [25].

111.3.2. CONDICIONES DE DERIVATIZACION

Los analitos fueron sometidos a una reaccion de derivatizacion previa a su
preconcentracion con el fin de disminuir su caracter polar, aumentando asi su afinidad
hacia disolventes apolares y su retencion cromatografica en fases estacionarias de RP,
ademas de dar lugar a compuestos susceptibles de ser detectados mediante FLD.
Teniendo en cuenta las demostradas ventajas de los derivados obtenidos por reaccion
con FMOC [15-17,19,21-24], éste fue seleccionado como reactivo derivatizante. La

Figura IV.3 muestra la reaccién quimica de los compuestos aqui estudiados con FMOC.
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Figura IV.3. Reaccion de derivatizacion de los analitos con FMOC-CI.
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Las condiciones aplicadas para los pardmetros que afectan a los rendimientos de
reaccion con FMOC y a su cinética varian considerablemente en la bibliografia. Asi, en
cuanto al tiempo de reaccién, se han propuesto procedimientos implicando desde unos
minutos [15-17,19,21,27,33] a unas pocas horas [23,26,32], e incluso toda la noche [31].
El intervalo de concentracion de FMOC también es muy amplio, usando desde
concentraciones en torno a 150 ug mL* [19,21,23,26] hasta del orden de 6500 pg mL*
[27,31]. En consecuencia, decidimos estudiar las principales variables que afectan a esta

etapa.

Los ensayos preliminares se llevaron a cabo usando un volumen de 10 mL de una
disolucién acuosa conteniendo los analitos al nivel de 2 pg mL?, a la que se afiadié 1 mL
de disolucién reguladora de borato de pH 9,5y 1 mL de FMOC de 2000 pug mL™. La
reaccion se dejo transcurrir durante 30 min y, seguidamente, se inyectaron 20 uL en el
cromatégrafo. Cuando la concentracion de la disolucién reguladora se varié entre 2 'y 20
mM, la méaxima sensibilidad para los dos analitos se obtuvo a 5 mM, siendo este valor

seleccionado.

La concentracion de reactivo derivatizante, el tiempo de reaccion y la temperatura
se estudiaron simultAneamente usando un disefio ortogonal basado en el método
Taguchi. Se llevaron a cabo 16 experimentos por duplicado considerando cuatro niveles
para cada parametro (Tabla IV.1): volumen de reactivo derivatizante (0,25, 0,5, 1y 2 mL),
tiempo (1, 2, 4 y 15 h) y temperatura de reaccion (25, 40, 50 y 60 °C).

Tabla IV.1
Variables estudiadas en el disefio Taguchi para la derivatizacion de GLI y AMPA.
Nivel Volumen de Tiempo de Temperatura de
FMOC (mL) reaccion (h) reaccion (°C)
1 0,25 1 25
2 0,5 2 40
3 1 4 50
4 2 15 60

Las condiciones finalmente seleccionadas correspondieron a la adiciéon de 1 mL
de reactivo (165 pg mL?), dejando transcurrir la reaccién durante 2 h a temperatura

ambiente.
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La eliminacién del exceso de reactivo derivatizante o la aparicion de subproductos
de la reaccion, tales como FMOC-OH, es generalmente recomendada. Para ello, se ha
propuesto la aplicacion de LLE con diclorometano, acetato de etilo o éter dietilico
[17,24,38]. En nuestro caso, comprobamos que la extraccion con 1 mL de acetato de etilo
por duplicado reducia enormemente la banda cromatografica debida al exceso de

reactivo derivatizante, siendo por tanto incluida en el procedimiento propuesto.

IV.3.3. OPTIMIZACION DE LA ETAPA DE PRECONCENTRACION

Se llevaron a cabo varios intentos para extraer los analitos derivatizados en
microvolimenes (100-2000 uL) de diferentes disolventes organicos (tetracloruro de
carbono, cloroformo, diclorometano, clorobenceno, metil isobutil cetona (MIBK) y 1-
undecanol) mediante DLLME usando ACN (100-500 pL) como disolvente dispersante y
ajustando el pH de la fase acuosa a valores comprendidos entre 3,8 y 9. Bajo ninguna de
las condiciones experimentales ensayadas se detectd extraccion de los FMOC-

derivados, lo que podia deberse a su caracter idnico.

Con el fin de promover la transferencia de los analitos a la fase organica se estudié
el efecto de la presencia de surfactantes cationicos en la fase acuosa. Para ello, se ajusto
el pH de la fase dadora a 5, con el fin de asegurar que los compuestos de interés se
hallasen mayoritariamente en forma aniénica. La capacidad de CTAB, TTAB y TBAC para
formar pares iénicos se estudidé afiadiendo los surfactantes en concentracion 0,5 mM y
empleando 1 mL de extractante (tetracloruro de carbono, cloroformo, diclorometano,
clorobenceno, MIBK vy 1-undecanol). Solamente MIBK proporciond extraccion,
observandose la maxima eficiencia con el empleo de CTBA, como puede observarse en

la Figura IV.4.
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Figura IV.4. Influencia de diferentes surfactantes en la eficiencia de extraccién con
MIBK.

El efecto del pH de la disolucién acuosa se estudio entre 2,5y 7. Como se observa
en la Figura IV.5A, la maxima sensibilidad se encontré a pH 3, que se ajustoé por adicion
de &cido férmico. La influencia de la concentracion de CTAB en la fase acuosa se evaluo
en el intervalo comprendido entre 0,2 y 1,5 mM. Las sefiales mas altas correspondieron

a una concentracion 0,2 mM, siendo por tanto seleccionada (Figura IV.5B).
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Figura IV.5. Variacion de la sensibilidad de GLI y AMPA con (A) el pHy (B) la
concentracion de CTAB.

Finalmente, se estudio el efecto del volumen de MIBK entre 0,5 y 2,0 mL,

alcanzdndose la maxima eficiencia de extraccion con 0,5 mL (Figura IV.6). La
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recuperacion de la fase orgénica resultaba muy dificultosa para volimenes inferiores a

0,5 mL, por lo que éste fue el volumen finalmente seleccionado.
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Figura IV.6. Variacion de la sensibilidad de GLI y AMPA con el volumen de MIBK.

La influencia de la fuerza ionica de la fase dadora se evalu6 con diferentes
concentraciones de cloruro sodico hasta 20% m/v. No se observaron diferencias
significativas en la sensibilidad de los analitos en el rango estudiado, por lo que se

descarto la adicion de sal.

IV.3.4. TRATAMIENTO DE LAS MUESTRAS DE VEGETALES

El tratamiento de las muestras de vegetales se optimiz6é usando lechuga iceberg
fortificada al nivel de concentracién de 50 ng g*. Se seleccioné agua como disolvente
extractante, teniendo en cuenta la alta solubilidad de GLI y AMPA en medio acuoso
[20,28,29]. Se ensay0 la extraccién usando distintas masas de muestra comprendidas
entre 0,3y 3 g, usando 15 mL de extractante y sometiendo la mezcla a ultrasonidos por
medio de una sonda directamente introducida en la mezcla durante 2 min. Los mejores

resultados se encontraron con 2 g, siendo ésta la masa seleccionada.

Para ciertos vegetales de matriz especialmente compleja, tales como maiz y soja,
se ha propuesto por otros autores una etapa adicional de limpieza mediante LLE con
diclorometano combinada con SPE [20,28] para la eliminacion de lipidos, con objeto de
minimizar el efecto matriz en las muestras. EI Método de la Asociacion Oficial de

Quimicos Analiticos (AOAC) 2000.05 [42], para analisis de GLI en cultivos, implica la
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extraccion del herbicida en agua y la limpieza del extracto con diclorometano y columnas
de intercambio i6nico. En nuestro caso, la limpieza del extracto, obtenido a través del
tratamiento de 2 g de muestra mediante UAE, con 1 mL de diclorometano permitio
obtener extractos mas limpios, por lo que esta etapa se incluy6 en el tratamiento de la

muestra vegetal.

IV.3.5. VALIDACION DEL METODO

El método optimizado se valid6 a través de los parametros de linealidad, limites
de deteccién (LODs) y cuantificacion (LOQs), exactitud y precision. Las rectas de
calibracion se obtuvieron por andlisis de regresion lineal de minimos cuadrados del &rea
del pico frente a la concentracion de analito, usando seis niveles de concentracion
comprendidos entre 1 y 100 ng mL™. Los coeficientes de correlacién obtenidos
demostraron una excelente linealidad en el intervalo de concentracion estudiado (Tabla
IV.2). Los LODs y LOQs se calcularon atendiendo al criterio de relacién sefial-ruido (S/N)
igual a 3 y 10, respectivamente. La precision del método se evalud llevando a cabo diez
andlisis consecutivos de una disolucion estandar acuosa de 10 ng mL* para repetitividad
y seis analisis en dias diferentes para la reproducibilidad. Desviaciones estandar relativas
de 6,7 y 8,6% para GLI y de 5,6 y 9% para AMPA, se obtuvieron de los estudios de

repetitividad y reproducibilidad, respectivamente.

Tabla IV.2

Caracteristicas analiticas del método IP-LLME con LC-FLD.
Parametro GLI AMPA
Pendiente (mL ng?) 72+5 188 + 11
R? 0,9992 0,9991
Intervalo de linealidad (ng mL™1) 1-100 1-100
LOD? (ng mL%) 0,2 0,15
LOQP (ng mL?) 0,7 0,5
RSD® (%) 6,7 5,6
RSDY (%) 8,6 9,0
EF 62 85

2 Calculado para S/N=3.  Calculado para S/N=10. ¢ n=10. ¢ n=6.
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Los factores de enriquecimiento (EFs) se calcularon comparando las pendientes
de calibracion usando IP-LLME con aquellas obtenidas en ausencia de la etapa de
preconcentracion. Se encontraron EFs de 62 para GLI y 85 para AMPA.

La estructura quimica similar de GLI y AMPA a la de los aminoacidos presentes
en vegetales de forma natural, podria dificultar su determinacién por la existencia de
efecto matriz, efecto que también podria aparecer en las muestras de aguas como
consecuencia de otras especies solubilizadas. Para valorar este posible efecto en las
matrices en estudio, se aplicé el método de adiciones estandar a dos muestras diferentes
de agua y a dos vegetales (lechuga iceberg y espinacas), usando cuatro niveles
diferentes de fortificaciéon comprendidos entre 5y 20 ng mL* para aguas y entre 25 y 100
ng g*! para vegetales. La Tabla IV.3 muestra los valores de pendiente obtenidos. La
aplicacion de un test estadistico de andlisis de varianza (ANOVA) para comparar las
pendientes de calibracion asi obtenidas con las encontradas mediante calibracion frente

a patrones acuosos, demostré la ausencia de efecto matriz, ya que los valores de “p

fueron mayores de 0,05 en todos los casos.

Tabla IV. 3

Pendientes (mL ng?) de calibracion obtenidas mediante IP-LLME con LC-FLD.
Muestra GLY AMPA
Estandares acuosos 725 188 £ 11
Agua deriego 1 68 +7 179 £ 12
Agua de riego 2 75 %5 175+ 15
Lechuga iceberg 76 +7 174 £ 16
Espinacas 69 +8 193+ 14

Valor medio + desviaciéon estandar (n=5).

Considerando la masa de muestra usada para el andlisis de vegetales (2 g), los
valores de LODs y LOQs fueron, respectivamente, 1y 3,3ng g* para GLIy 0,75y 2,5 ng
g! para AMPA. La sensibilidad del método desarrollado permite sobradamente detectar
alimentos que incumplan los limites maximos de residuos (MRLs) establecidos por la

Comisién Europea, que corresponden a 0,1 mg kg™ para todos los vegetales frescos y
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congelados, a excepcion de patata (0,5 mg kg?), maiz dulce (0,3 mg kg?) y setas
silvestres (50 mg kg™?) [4].

La Tabla IV.4 muestra una comparacion entre el método propuesto y otros
previamente desarrollados para la determinacion de GLI y AMPA en aguas y vegetales
mediante LC-FLD. Para el analisis de aguas, puede observarse que la mayoria de los
autores seleccionan FMOC como reactivo derivatizante llevando a cabo la reaccién de
forma previa a la separacion cromatografica [15,17,19,22,24,38]. La reaccién con OPA
se ha propuesto tanto anterior [25] como posterior [18] a la separacion. Para la
preconcentracion de las muestras, la técnica convencional basada en SPE ha sido
aplicada usando volimenes de muestra comprendidos entre 50 [15] y 250 mL [17,19]. La
liofilizacion de la muestra también ha proporcionado buenos resultados, aunque
implicando tiempos muy largos, aproximadamente 3 dias [22]. Es de resaltar el hecho de
gue la sensibilidad alcanzada con el método aqui propuesto es del orden de la encontrada
implicando otros tratamientos miniaturizados de muestra como SLME [18] y DLLME [24],
en el primer caso invirtiendo 60 min en la preconcentracion de la muestra, frente a los no
mas de 4 min necesarios para el procedimiento IP-LLME aqui propuesto. La técnica
MSPD ha sido explorada por da Mata y colaboradores [38] usando polimeros de
impresion molecular como fase extractante y tiempos de extraccion de 4 h. Sin embargo,

los autores no proporcionan datos de sensibilidad del procedimiento optimizado.

En relacién al analisis de muestras vegetales, cabe destacar la mejor sensibilidad
alcanzada por Zhang y colaboradores [20], incluyendo en el procedimiento una etapa de
preconcentracién basada en SPE, en contraste con la microextraccion propuesta en el

método aqui desarrollado.
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IV.3.6. ANALISIS DE LAS MUESTRAS

El método propuesto IP-LLME combinado con LC-FLD se aplicé al analisis de
cinco muestras de agua de riego y cuatro muestras de vegetales. No se encontraron los
compuestos de interés en ninguna de ellas, por consiguiente, de contener GLI y AMPA
las muestras seria por debajo de 0,2 y 0,15 ng mL™ para aguas 'y de 1y 3,3 ng g para

vegetales, respectivamente.

La Figura IV.7A muestra el perfil de elucién obtenido para una muestra de agua
de riego fortificada, a la concentraciéon de 5 ng mL?! para GLI y AMPA, y analizada
mediante IP-LLME con LC-FLD. Asimismo, los cromatogramas obtenidos en el analisis
de una muestra de lechuga iceberg sin fortificar y fortificada (50 ng g para ambos

analitos) usando el método optimizado aparece en la Figura IV.5.
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Figura IV.7. Cromatogramas obtenidos usando IP-LLME combinada con LC-FLD para
(A) una muestra fortificada (5 ng mL?) de agua de riego, (B) lechuga iceberg no
fortificada y (C) fortificada (50 ng g2).
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La identidad de los analitos se confirmé comparando el tiempo de retencion y los
espectros de fluorescencia en las muestras con los obtenidos usando estdndares
acuosos. En el analisis de alicuotas no fortificadas de las diferentes muestras no se
encontraron picos a los tiempos de retencién de GLI y AMPA.

IV.3.7. ESTUDIOS DE RECUPERACION

La exactitud del procedimiento se comprobd mediante estudios de recuperacion
para dos muestras de agua y dos de vegetales, fortificadas a dos niveles de
concentracion. Los resultados obtenidos se muestran en la Tabla IV.5. Los porcentajes
de recuperacion estuvieron en los intervalos 88-104% y 87-106% para aguas y vegetales,

respectivamente.

Tabla IV.5

Porcentajes de recuperacion.

Analito Nivel de fortificaciéon Agual Agua?z? Lechuga Espinacas
(ng mL™)
GLI 10 (50) 80+8 886 87 +8 91+8
25 (100) 95+6 9416 96 +£5 106 £ 7
AMPA 10 (50) 90+7 897 94+6 92+7
25 (100) 104+6 1036 99 +38 98 +5

2 Valor medio + desviacion estandar (n=3). P Los valores entre paréntesis
corresponden a los niveles de fortificacion para vegetales (ng g2).

IV.4. CONCLUSIONES

Es la primera vez que se emplea una técnica miniaturizada en fase liquida asistida
por pares idnicos para la preconcentracion de GLI y AMPA a partir de muestras vegetales
y agua. Debido a que los analitos no poseen caracter fluorescente, es preciso una etapa
de derivatizacion previa, el reactivo FMOC fue usado con este propésito a la vez que
incremento la eficiencia de extraccion en LLME, al disminuir el caracter polar de los
analitos. El uso de CTAB como agente formador de pares i6nicos potencidé asimismo la

microextraccion.
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DETERMINACION DE GLIFOSATO, GLUFOSINATO Y AMPA MEDIANTE
MICROEXTRACCION LIQUIDO-LIQUIDO Y CROMATOGRAFIA LIQUIDA
CON ESPECTROMETRIA DE MASAS EN TANDEM

RESUMEN

En este capitulo se presenta un método analitico para la determinacién simultanea
de glifosato (GLI), glufosinato (GLU) y acido aminometilfosfonico (AMPA) en aguas,
vegetales y suelos, mediante cromatografia liquida en fase reversa con deteccién por
espectrometria de masas en tandem con triple cuadrupolo e ionizacion por electrospray
(LC-ESI-QgQ-MS/MS). La derivatizacion de los analitos con cloroformiato de 9-
fluorenilmetilo favorecié su preconcentracion mediante microextraccion liquido-liquido
con formacion de pares iénicos (IP-LLME). Se obtuvieron factores de enriquecimiento
con la aplicacion de IP-LLME de 62, 60 y 85 para GLI, GLU y AMPA, respectivamente.
Se aplicoé una etapa de extraccidn asistida por ultrasonidos para el aislamiento de los
compuestos de interés desde las muestras sélidas. Los limites de deteccién fueron 0,08,
0,08 y 0,05 ng mL* para GLI, GLU y AMPA, respectivamente. La precision del método
se evalué en términos de repetitividad y reproducibilidad, obteniéndose valores de

desviacion estandar relativa entre 6 y 11%, dependiendo del compuesto.
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V.1. INTRODUCCION

La maleza es percibida como plantas nocivas ya que compiten con los cultivos por
los recursos basicos, tales como agua y nutrientes. La aplicacion de herbicidas es uno
de los métodos mas comunes para controlar la maleza durante la produccién de cultivos.
Los compuestos glifosato (N-fosfonometilglicina, GLI) y glufosinato (acido 3-amino-3-
carboxipropil)metilfosfinico, GLU) son herbicidas no selectivos, de amplio espectro y
sistémicos, muy utilizados a nivel mundial. Ambos pesticidas contienen fésforo y grupos
amino y acido en sus estructuras quimicas y su modo de accion se basa en la inhibicion
enzimatica, interfiriendo en la formacién de aminoacidos y otros compuestos en la planta
[1,2]. En el medio ambiente, GLI sufre una rapida degradacién, siendo el é&cido
aminometilfosfénico (AMPA) su principal metabolito en aguas, suelos y plantas. Segun la
Organizacion Mundial de la Salud (OMS), AMPA puede ser considerado de toxicidad
similar a GLI [3]. La Figura V.1 muestra las estructuras quimicas de los compuestos objeto

de estudio en este Capitulo.

o N L 0 2
HO-P—~ OH HQN\/#;OOHH HO /MOH
OH NH->
Glifosato Acido aminometilfosfonico Glufosinato

Figura V.1. Estructuras de GLI, AMPA y GLU.

El uso extensivo de GLI y GLU a nivel mundial ha conducido a su deteccion en
diferentes compartimentos ambientales. El control de estos herbicidas en el medio
ambiente resulta actualmente de gran interés [1,4,5]. Teniendo en cuenta sus posibles
efectos dafiinos sobre la salud humana, la Comision Europea ha establecido unos limites
maximos de residuos (MRLS) para alimentos de origen agricola, que varian entre 0,1 y

50 mg kg para GLIy entre 0,03 y 5 mg kg* para GLU, dependiendo del producto [6].

La determinacién de GLU, GLI y su principal metabolito es dificil por las
caracteristicas fisico-quimicas de estos compuestos, tales como su alta solubilidad en
agua, baja volatilidad y caracter anfétero. Ademas, sus estructuras quimicas no permiten
su determinacién de forma directa por espectrofometria de absorciéon molecular UV-Vis o
por espectrofluorimetria. La bibliografia recoge varias revisiones de los métodos
analiticos disponibles para este proposito [1,2,4,7]. Aunque se ha propuesto la

cromatografia de gases [3,8-10], la mayoria de métodos analiticos se basan en
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cromatografia liquida (LC), en este caso, principalmente con deteccion fluorimétrica
(FLD) [11-17] y espectrometria de masas en tdndem (MS/MS) [18-33].

La combinacion LC-MS/MS permite la deteccion de GLU, GLI y AMPA bajo su
forma quimica original [21,23-25,29-33], aunque la derivatizacion estos compuestos se
propone en no pocas ocasiones para incrementar su afinidad hacia las fases
estacionarias empleadas en LC en fase reversa y para mejorar la respuesta del detector,
teniendo en cuenta el incremento de la masa molecular. Para ello, el reactivo
cloroformiato de 9-fluorenilmetilo (FMOC) ha sido ampliamente usado [18-20,22,26-28],
siendo ademas la base del método recomendado para andlisis de aguas segun la norma

de la Organizacion Internacional de Estandarizacion (ISO) 16308:2014.

Las técnicas de preconcentracion y/o limpieza, extracciéon en fase sélida (SPE)
empleando resinas de intercambio iénico [10,11,13,21,22] y dispersion de la matriz en
fase solida (MSPD) con polimeros de impresién molecular [34], han proporcionado
buenos resultados para las determinaciones de GLI, GLU y AMPA en muestras
medioambientales. A pesar de las demostradas ventajas de las técnicas miniaturizadas
para preconcentracion de muestra, son pocas las aplicaciones a los andlisis objeto de
estudio en este Capitulo. En este sentido, se han propuesto las técnicas de
microextraccion con membrana liquida (SLME) [12,35], microextraccion dispersiva
liguido-liquido (DLLME) [28,36,37] y extraccion en fase soélida magnética [29,38,39].
Solamente cuatro de estas técnicas han sido combinadas con cromatografia para el

analisis de los extractos obtenidos [12,28,29,36].

En este Capitulo se evalGa la combinacién de la microextraccion liquido-liquido
con formacién de pares iénicos (IP-LLME) con LC-MS/MS para la determinacion de GLU,
GLI'y AMPA en aguas, suelos y vegetales, con derivatizacion de los analitos con FMOC

de forma previa a su preconcentracion.

V.2. PARTE EXPERIMENTAL
V.2.1. REACTIVOS

Glifosato (GLI, N-fosfonometilglicina, estandar analitico, férmula molecular:
CsHsNOsP) y acido aminometilfosfonico (AMPA, 99%, férmula molecular: CHsNO3P)
fueron suministrados por Sigma-Aldrich (Steinheim, Alemania); mientras que glufosinato
(GLU, &cido 2-amino-4-(hidroximetilfosfinil)butirico, 99,9%, férmula molecular:

CsH12NO4P), asi como el reactivo derivatizante FMOC fueron adquiridos en Fluka (Buchs,
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Suiza). Para la optimizacion de la separacion cromatografica se emplearon estandares
de los analitos derivatizados: GLU-FMOC (99%), GLI-FMOC (99%) y AMPA-FMOC
(98%), obtenidos de Dr. Ehrenstorfer (Augsburg, Alemania).

Los disolventes acetonitrilo, metil isobutil cetona (MIBK), diclorometano, acetato
de etilo y 1-undecanol fueron comprados a Fisher Scientific (Madrid, Espafa). Bromuro
de hexadeciltrimetilamonio (CTAB, 99,5%), cloruro de tetrabutilamonio (TBAC, 97%),
bromuro de tetradeciltrimetilamonio (TTAB, 99%), acido formico (98%), acido clorhidrico
(37%), tetraborato sodico (99%), n-hexano, acido acético, hidroxido sddico y acetato

amonico fueron suministrados por Sigma.

Se prepararon disoluciones estandar individuales de GLU, GLI y AMPA de 1000
ug mL* en agua y fueron almacenadas a -18 °C. Estas disoluciones fueron estables
durante 3 meses. Las disoluciones de concentracion intermedia (10 pg mL?) se
prepararon en aguay se mantuvieron a 4 °C, comprobandose que eran estables durante
al menos dos semanas. Se prepararon disoluciones de calibracion de entre 0,5y 200 ng
mL en agua, combinando voliimenes apropiados de las disoluciones intermedias. Para
el proceso de derivatizacion se usé una disolucion reguladora de borato 0,06 M de pH

9,5. El reactivo derivatizante se disolvié en acetonitrilo a la concentracion 7,7 mM (2000

Hg mL™).

Se adquirié una formula comercial soluble conteniendo 480 g L de GLI en su
forma de sal amdnica, asi como compuestos inertes y coadyuvantes tales como
surfactantes, para llevar a cabo estudios de disipacién del herbicida a través del agua de
riego. Antes de su aplicacion, la formula comercial fue diluida 50 veces con agua,

siguiendo las recomendaciones del fabricante (9,6 g L%).

V.2.2. INSTRUMENTACION

El sistema cromatografico de alta resolucion (HPLC) empleado consistié en una
bomba binaria Agilent 1200 (Agilent, Waldbronn, Alemania) (G1311A). Los disolventes
fueron desgasificados en linea usando un sistema de membrana (G1379A). La columna
analitica usada para separacion en fase reversa (RP) fue una Discovery HS-PEG 5 (15
cm x 4,6 mm, 5 um de tamafio de particula) de Supelco (Bellefonte, USA). La fase mévil
consistié en una mezcla 15:85 de acetonitrilo y acetato amoénico 50 mM de pH 4, ajustado
con &cido acético, operando en condiciones isocraticas. Se mantuvo un flujo de 0,5 mL

min durante todo el proceso de separacién. La inyeccién (20 uL) se realizé usando un
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muestreador automatico y viales de 2 mL de capacidad, provistos con micro-insertos de
250 pL con pies poliméricos.

El sistema de deteccion acoplado al LC fue un espectrometro de masas triple
cuadrupolo Agilent modelo G6410A. La fuente ESI oper6 en modo de ionizacion positiva,
aplicando los siguientes parametros de operacion: voltaje del capilar, 4000 V; presion del
nebulizador, 40 psi; flujo del gas de secado, 9 L min* y temperatura del gas de secado,
350 °C. Como gas nebulizador y de colisién se empleé nitrégeno. Los espectros de masas
se registraron en el rango de m/z desde 50 a 1000 amu para seleccionar las transiciones
de cada analito. La monitorizacion de los herbicidas se llevé a cabo en el modo de
reacciones multiples (MRM). El software Agilent Mass Hunter Data Acquisition
(Qualitative and Quantitative Analysis) se usé para el desarrollo del método y la

adquisicién de datos.

Para la homogeneizaciéon de las muestras de vegetales se usd un
homogeneizador eléctrico Polytron PT2000 (Kinematica Ag, Lucerne, Suiza). La
extraccion de los herbicidas desde suelos y vegetales se llevé a cabo usando un
procesador de ultrasonidos UP 200 H (Dr Hielscher, Teltow, Alemania), con una potencia
efectiva de 200 W en medio liquido, equipado con un sonotrodo de titanio de 7 mm de
didmetro. La potencia de la sonda de ultrasonidos se ajust6 al 60% (104 um de amplitud,
180 W cm de densidad de potencia), aplicando 75 ciclos de 1 segundo cada uno. Una
centrifuga EBA 20 (Hettich, Tuttlingen, Alemania) y un sistema de evaporacion
XcelVapTM (Horizon Technology, Salem, USA) se emplearon también en la preparacién
de las muestras. Tanto las aguas, como los extractos obtenidos de suelos y vegetales se
filtraron usando filtros de Nylon de 0,45 um (Teknokroma) antes de proceder a la etapa
IP-LLME.

V.2.3. MUESTRAS Y PROCEDIMIENTO ANALITICO

Se recogieron cinco muestras de aguas de riego en diferentes puntos del sureste
de Espafia, siendo almacenadas en la oscuridad a 4 °C hasta su andlisis, que se llevé a
cabo durante las 24 h siguientes a su llegada al laboratorio. Para eliminar las particulas
soélidas en suspensién se filtraron a través de filtros de Nylon de 0,45 pm (Agilent). Se
colocaron 10 mL de agua de riego filtrada en un tubo de vidrio de centrifuga de 15 mL de
capacidad, afadiéndose 1 mL de reguladora de borato (60 mM, pH 9,5) y 1 mL de
disolucién de FMOC (2 g LY). Se agitdé la mezcla manualmente durante unos pocos

segundos, dejandose reaccionar durante 2 h a temperatura ambiente. Seguidamente, se
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afadieron 1 mL de disolucién reguladora de formiato/acido formico (0,1 M, pH 3), 0,1 mL
de disolucién de CTAB 25 mMy 0,5 mL de MIBK, para la preconcentracion de los analitos
derivatizados. Se agitd la mezcla manualmente durante unos pocos segundos y se
centrifugd durante 3 min a 3000 rpm. Se recogieron aproximadamente 250 pL de fase
organica usando una microjeringa, siendo dicha fase evaporada hasta sequedad en
atmosfera de nitrégeno. El residuo seco se reconstituyé en 50 pL de acetonitrilo, siendo

20 pL sometidos a analisis mediante LC-MS/MS.

Las muestras vegetales estudiadas consistieron en tres variedades de lechuga
(iceberg, romana y escarola) y espinacas. Fueron adquiridas en un supermercado local
y alicuotas de aproximadamente 100 g fueron homogeneizadas usando un
homogeneizador eléctrico antes de proceder a la etapa de extracciébn en agua, de
acuerdo con el Método Oficial de AOAC 2000.05 [23]. Asi, se aplico una etapa de
extraccion asistida por ultrasonidos (UAE), afiadiendo 15 mL de agua a 2 g de muestra
homogeneizada y sumergiendo en la mezcla una sonda de ultrasonidos durante 2 min
(75 ciclos de 1 s de duracion y 104 pm de amplitud). Seguidamente, la mezcla se
centrifugd durante 5 min a 5000 rpm, y la fase acuosa fue sometida a una etapa de
limpieza mediante LLE con 1 mL de diclorometano. Finalmente, una alicuota de 10 mL
del extracto limpio se filtr6 usando filtros de Nylon de 0,45 um y se sometié a las etapas

de derivatizacion y preconcentracion descritas anteriormente.

Se analizaron suelos obtenidos de diferentes plantaciones agricolas de la region
de Murcia, siendo en cada caso recogidas alicuotas de unos 50 g de la zona superficial
(25 cm). Las muestras fueron secadas al aire a temperatura ambiente, molidas
manualmente, tamizadas a través de un tamiz de 2 mm y almacenadas en un lugar fresco
y seco hasta su andlisis, que fue llevado a cabo durante las 48 h siguientes a su llegada

al laboratorio.

Para el analisis de los suelos se aplicé una etapa de UAE basada en un
procedimiento desarrollado por Sun y colaboradores [17] con ligeras modificaciones: se
afiadieron 15 mL de una disolucién acuosa, conteniendo fosfato sédico 0,03 M y citrato
trisddico 0,01 M, sobre 3 g de muestra, sometiendo la mezcla a ultrasonidos por inmersién
directa de la sonda de ultrasonidos durante 5 min, aplicando 75 ciclos de 1 s de duracién
y 104 um de amplitud. Seguidamente se centrifugd la mezcla durante 5 min a 5000 rpm,
y el sobrenadante, previo ajuste de pH a 9,5 con HCI 1 M, se purifico por LLE con 10 mL
de n-hexano. Finalmente, se tomaron 10 mL del extracto purificado y se sometieron a las
etapas de derivatizacion y preconcentracion previamente descritas. La Figura V.2

muestra el esquema de preparacion de las muestras.
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Figura V.2. Método IP-LLME para determinar GLI, GLU y AMPA en muestras de suelo.

V.2.4. ESTUDIOS DE RECUPERACION

Para los estudios de recuperacion se fortificaron por triplicado dos muestras de
agua de riego, dos vegetales previamente homogeneizados (lechuga iceberg y
espinacas) y dos suelos a dos niveles de concentracion: 1y 5 ng mL* para aguas, 5y 10
ng g! para vegetales y 2 y 5 ng g! para suelos. Las muestras fortificadas se
homogeneizaron, manteniéndose en contacto durante 1 h en la oscuridad, para conseguir
una distribucién uniforme de los analitos y su interaccién con la matriz de la muestra,

antes de proceder a su andlisis descrito en el apartado V.2.3.

V.2.5. ESTUDIO DE DISIPACION DE GLIFOSATO

Para estos estudios se emplearon 3 macetas cilindricas de 12 L de capacidad
conteniendo 9 kg de suelo, donde se plantd lechuga, cuya semilla habia sido previamente
germinada en otros maceteros. La planta se rocié con 5 mL del producto comercial diluido
de GLI (9,6 g L) usando un pulverizador manual (Matabi) provisto de una boquilla de
tamafo ajustable de 1 mm, evitando el goteo de la solucion. Las plantas se regaron con
50 mL de agua a diferentes tiempos (antes de la aplicacion del herbicida (lixiviado 1) y en
cuatro periodos de 24 h tras la aplicacion (lixiviados 2 a 5). El muestreo del agua filtrada

de la maceta continu6 aproximadamente 30 min desde el momento del riego hasta que
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no se apreciaba salida de agua. Cada muestra se filtr6 usando filtros de Nylon de 0,45
pMm, siendo seguidamente sometidas a derivatizacion y andlisis por IP-LLME con LC-

MS/MS siguiendo los procedimientos anteriormente descritos.

V.3. RESULTADOS Y DISCUSION

V.3.1. SEPARACION CROMATOGRAFICA, DETECCION Y CONDICIONES
DE DERIVATIZACION

La optimizacion de la separacion cromatogréfica de los dos herbicidas GLIy GLU,
asi como del metabolito AMPA, se llevo a cabo usando sus correspondientes FMOC-
derivados comercialmente disponibles. Se ensayaron diferentes mezclas de acetonitrilo
con acido férmico y acetato amonico en concentraciones 0,05y 0,1 My a valores de pH
comprendidos entre 4y 6, usando una columna analitica de polietilenglicol. La resolucion
de los picos cromatograficos fue mejor con acetato a pH 4. No se detectaron diferencias
significativas al variar la concentracion de la disolucion de acetato, por lo que se adoptd
la concentracion mas baja con el objetivo de preservar la fuente de ionizacion del
detector. Con respecto a la proporcion de ACN, un 15% v/v proporciond la resolucién total

de los tres picos cromatogréaficos en el minimo tiempo.

La mezcla acetonitrilo:acetato aménico (50 mM, pH 4 ajustado con acido acético)
en la proporcién 15:85 impulsada a 0,5 mL min permitié la elucién de los tres analitos
con tiempos de retencion de 7,76; 10,10 y 13,88 min para GLI, GLU y AMPA,

respectivamente.

Un estudio preliminar de las transiciones éptimas MRM para los compuestos se
llevé a cabo inyectando directamente y de forma individual cada analito derivatizado, a
una concentracion de 2 ug mL?, en la fuente de ionizacion, y aplicando diferentes voltajes
de fragmentacion y energias de colision. La Tabla V.1 muestras las condiciones
finalmente seleccionadas en el sistema de deteccidn. El procedimiento de identificacion
se basoé en el tiempo de retencion y dos transiciones MRM implicando la formacion de
iones producto con las mayores relaciones m/z, siendo la transicibn mas sensible

utilizada para cuantificar y ambas transiciones con fines de identificacion.
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Tabla V.1

Parametros del sistema LC-MS/MS

Compuestos GLI GLU AMPA

tr (Min) 7,76 10,10 13,88
Voltaje de fragmentacion (V) 110 110 110

MRM; 39251792 404—182° 33451792
Energia de colision 1 (V) 20 10 10

MRM_ 39288 404—136 334—156
Energia de colision 2 (V) 10 20 2

MRMj3 392—-214 404—179 3345112
Energia de colision 3 (V) 2 30 5

@ Transicion utilizada para cuantificar

Como en el Capitulo anterior, también se selecciona FMOC como reactivo

derivatizante. Asi, aunque ya se estudi6 la reaccion de derivatizacion para GLI y AMPA

en el Capitulo IV, se procedié ahora a reestudiar las condiciones experimentales de

mayor influencia sobre la sensibilidad (concentracion de FMOC, tiempo y temperatura de

reaccion), con deteccion mediante MS/MS.

El estudio de las tres variables se llevo a cabo a través de un disefio ortogonal

basado en el método Taguchi, programando 16 experimentos por duplicado, al considerar

cada variable a 4 niveles: volumen de reactivo derivatizante (0,25, 0,5, 1 y 2 mL), tiempo
de reaccion (1, 2, 4 y 15 h) y temperatura de reaccion (25, 40, 50 y 60 °C). La Tabla V.2

muestra las combinaciones de niveles de los tres factores estudiados que dieron lugar a

16 experimentos diferentes.
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Tabla V.2
Matriz de disefio aplicada en el desarrollo experimental
Experimento  Volumen de Tiempo de Temperatura de
FMOC (mL) reaccion (h) reaccion (°C)
1 0,25 1 25
2 0,25 2 40
3 0,25 4 50
4 0,25 15 60
5 0,5 1 40
6 0,5 2 25
7 0,5 4 60
8 0,5 15 50
9 1 1 50
10 1 2 60
11 1 4 25
12 1 15 40
13 2 1 60
14 2 2 50
15 2 4 40
16 2 15 25

Los resultados obtenidos se muestran en la Figura V.3, donde se representa la

media de las sefales obtenidas para GLI, GLU y AMPA.

Volumen FMOC (mL) Tiempo reaccion (h) Temperatura reaccion (°C)

70+

o— ¢ —o

Media de medias (x103)

35+

0,25 05 10 2,0 1 2 4 15 25 40 50 60

Figura V.3. Influencia de las condiciones de derivatizacion en la sefial media.
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Las condiciones Optimas para la derivatizacion de GLU coincidieron con las
seleccionadas para GLI y AMPA en el Capitulo IV: adicion de 1 mL de reactivo (165 pug
mL™?) a 10 mL de disoluciéon de muestra y dejando la reaccién transcurrir durante 2 h a 25
°C. Se estudio la concentracion de la disolucién reguladora de borato entre 2 y 20 mM y
la mayor sensibilidad se obtuvo para 5 mM.

V.3.2. OPTIMIZACION DE LA ETAPA DE PRECONCENTRACION

Considerando la elevada eficiencia de extraccion encontrada para GLI y AMPA
mediante el procedimiento IP-LLME propuesto en el Capitulo anterior, se procedié aqui
directamente a estudiar el efecto de los surfactantes CTAB, TBAC y TTAB en
concentracion 0,5 mM sobre GLU usando MIBK como fase extractante. Aunque se
conocia el comportamiento de GLI y AMPA, se incluyeron en el estudio. La Figura V.4

muestra la mayor eficiencia de CTAB para los tres analitos.

160000

I GLl
vz GLU
XN AMPA

140000 -

120000 -

100000 -
80000 -
60000

15000

Area de pico

10000

5000 -

_

TBAC

0

Figura V.4. Efecto de diferentes surfactantes en la eficiencia de extraccion con MIBK.
Las barras verticales corresponden a la desviacién estandar para n=3.

Se estudié la influencia del pH y la concentracién de CTAB en la disolucion
acuosa, asi como el volumen de fase extractante. Los resultados se muestran en la Figura
V.5.

El herbicida GLU mostr6 un comportamiento muy similar al de los otros dos
analitos y asi fueron seleccionadas las mismas condiciones que las adoptadas para la

determinacion de GLI y AMPA mediante FLD, que correspondieron a pH 3, concentracion
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de CTAB 0,2 mMy 0,5 mL de MIBK. Volumenes de MIBK inferiores a 0,5 mL dificultaban

la recogida de la fase organica.
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V.3.3. VALIDACION DEL METODO

Para la validacion del método se obtuvieron las rectas de calibrado por analisis de
regresion lineal de minimos cuadrados del area del pico frente a la concentracién de
analito, usando seis niveles de concentracion comprendidos entre 0,5y 200 ng mL™. Los
coeficientes de correlacion obtenidos, en todos los casos mayores de 0,996, demostraron
una excelente linealidad en el intervalo de concentracion estudiado (Tabla V.3). Los
limites de deteccion (LODs) y de cuantificaciéon (LOQs), calculados segun el criterio de
relacion sefial/ruido igual a 3 y 10, respectivamente, se muestran en la Tabla V.3. El
analisis consecutivo de diez alicuotas de una disolucién estandar de 10 ng mL™* mediante
el método desarrollado, permiti6 evaluar su repetitividad, obteniéndose valores de
desviacion estandar relativa (RSD) entre 6,2 y 8,3%, dependiendo del compuesto. Para
la estimacion de la precision a través de la reproducibilidad, se analizaron seis alicuotas
de la misma disolucién estandar en dias diferentes, obteniéndose valores de RSD de 10,
9,1y 11% para GLI, GLU y AMPA, respectivamente (Tabla V.3).

Tabla V.3

Caracteristicas analiticas del método IP-LLME con HPLC-MS/MS
Parametros GLlI GLU AMPA
Pendiente (mL ng?) 767 1517 2479
R? 0,9987 0,9964 0,9990
Intervalo de linealidad (ng mL™t) 0,5-200 0,5-200 0,5-200
LOD? (ng mL™?) 0,09 0,08 0,05
LOQP (ng mL™) 0,33 0,30 0,17
RSD® (%) 7.8 6,2 8,3
RSDY (%) 10 9,1 11

2 Calculado para S/N=3. ? Calculado para S/N=10. ¢ n=10. 9 n=6.

La comparacion de las pendientes de calibracién usando el método propuesto y
en ausencia de la etapa de preconcentracién, permiti6 obtener los factores de
enriquecimiento (EFs): 62 para GLI, 60 para GLU y 85 para AMPA.

Se estudio el efecto matriz para los distintos tipos de muestras analizadas (aguas,
vegetales y suelos), con objeto de evaluar la posible supresion de las sefales analiticas
por coelucion de compuestos de la matriz de la muestra que influyeran en la eficiencia de

ionizacion de los analitos. El efecto matriz se puede atribuir en la deteccibn MS a
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desprotonacion, a la presencia de componentes no volatiles y, en matrices complejas, a
cantidades grandes de especies competitivas por los iones disponibles, aunque también

puede ser atribuido a la etapa de preparacion de la muestra.

Se compararon las pendientes de las gréficas de calibrado de estandares acuosos
y de adiciones estandar para las diferentes muestras, obtenidas representando
concentracion (a cuatro niveles comprendidos entre 1y 20 ng mL?* para aguas, 5y 100
ng g para vegetales y 5 y 20 ng g para suelos) frente a area de pico y realizando un
andlisis de regresion lineal (Tabla V.4).

La aplicacion de un estudio estadistico de andlisis de varianza (ANOVA) para
comparar las pendientes concluy6 que no se apreciaron diferencias significativas, al nivel
de confianza del 95%, para las pendientes de adiciones estandar a aguas y vegetales
con respecto a las obtenidas frente a patrones acuosos, confirmando que la cuantificacion
de estas muestras puede llevarse a cabo frente a estdndares externos. Sin embargo, si
se detectaron diferencias significativas, al mismo nivel de confianza, para las pendientes
de adiciones estandar a los suelos, concluyendo que la calibracion debera llevarse a cabo

por el método de adiciones estandar para compensar el efecto matriz de estas muestras.

Tabla V.4

Pendientes? de calibracion para las muestras analizadas mediante IP-LLME con LC-
MS/MS (mL ng?)

Muestra GLY GLU AMPA
Estandares acuosos 767 £ 19 1517 £52 2479 £55
Agua 1l 752 + 22 1589 + 48 2421 £ 59
Agua 2 782 + 31 1498 + 63 2388 £ 75
Lechuga iceberg 749 £ 32 1612 £ 89 2354 +£102
Espinacas 795 +41 1475 + 91 2368 + 94
Suelo 1 1266 + 85 2295 + 107 2061 + 94
Suelo 2 2325 + 108 3158 + 95 3110 £ 87

@ Valor medio + desviacién estandar (n=5).

Se obtuvieron los LOQs siguiendo la guia SANTE (SANTE/12682/2019) [40] para

aguas (0,5 ng mL™?), y considerando la masa usada para vegetales (2 g) y para suelos (3
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g), los valores de LOQ fueron 2,5y 1,6 ng g*, respectivamente. En materia de seguridad
alimentaria, se confirma que la sensibilidad del método IP-LLME con LC-MS/MS
propuesto, permite su aplicacién en analisis de rutina de vegetales para velar por el
cumplimiento de los limites maximos de residuos (MRLSs) establecidos por la Comisién
Europea, que corresponden a 0,1 mg kg para todos los vegetales frescos y congelados
a excepcion de patata (0,5 mg kg™), maiz dulce (0,3 mg kg?) y setas silvestres (50 mg
kg™) [6].

La Tabla V.5 muestra una comparacion entre el método desarrollado y otros
propuestos por otros autores para la determinacion de GLI, GLU y AMPA en aguas,
vegetales y suelos mediante LC-MS/MS.
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La sensibilidad alcanzada mediante IP-LLME para el andlisis de aguas es similar
a la encontrada por Pan y colaboradores [29] con la aplicacion de MSPE usando
absorbentes de estructura metal-organica, cuya sintesis resulta muy laboriosa. La
aplicacion de una etapa de preconcentracion basada en el método convencional de SPE
y usando 80 mL permitio al grupo de investigacion de Hanke [19] obtener LODs del orden
de las partes por trillén.

Con respecto al analisis de vegetales, IP-LLME proporcioné sensibilidades del
mismo orden que otros métodos que implican mayor consumo de muestra [32] e incluso
sistemas MS mas sofisticados como el Orbitrap de alta resolucion [30]. En el analisis de
suelos, es de destacar la notable mejora de sensibilidad aqui alcanzada con respecto a
otros métodos previamente publicados [17,22,24]. La aplicacion de la etapa UAE en el
tratamiento de suelos propuesto en este procedimiento usando una sonda de
ultrasonidos en vez de un bafio, como en el procedimiento de Sun y colaboradores [17],

redujo la duracion de esta etapa desde 30 hasta 5 min.

V.3.4. ANALISIS DE LAS MUESTRAS Y ESTUDIOS DE RECUPERACION

Se analizaron cinco muestras de agua de riego, cuatro de vegetales y tres de
suelos agricolas mediante el método propuesto IP-LLME combinado con LC-MS/MS, no

encontrandose los compuestos de interés en ninguna de las muestras.

Para estudiar la exactitud del método desarrollado, se llevo a cabo un estudio de
recuperacion fortificando dos muestras diferentes de cada una de las matrices estudiadas
a dos niveles de concentracion (Tabla V.6). Las recuperaciones de los herbicidas GLI y
GLU, asi como del metabolito AMPA variaron entre 86 y 111%, dependiendo del

compuesto y de la muestra.
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Figura V.6. Cromatograma de iones totales de una muestra de agua de riego fortificada
con GLI, GLU y AMPA a una concentracion de 5 ng mL™.

En la Figura V.6 se muestra el cromatograma de iones totales obtenido del analisis
de una muestra de agua de riego, fortificada al nivel de 5 ng mL* para los tres analitos,
mediante IP-LLME con LC-MS/MS.

La identidad de GLI, GLU y AMPA en las muestras fortificadas se confirmé
comparando los tiempos de retencion, sus transiciones y las relaciones de intensidad
entre el ion principal y los secundarios, con los valores obtenidos usando disoluciones
estandar, admitiéndose un 20% de variabilidad. La ausencia de picos interferentes a los
tiempos de elucion de GLI, GLU y AMPA para muestras blanco de agua, suelo y vegetales

confirmo la selectividad del método.

V.3.5. ESTUDIO DE DISIPACION

Los resultados obtenidos para el estudio de disipacion de GLI a través de agua de
riego se muestran en la Figura V.7, donde la concentracién media hallada en el agua de
las tres macetas se representd en funcion del tiempo. Considerando que la planta se roci6
con 5 mL del preparado comercial previamente diluido, cada maceta recibi6d
aproximadamente 50 mg de GLI.
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El andlisis del agua de riego recogida de cada maceta mostré una concentracion
méxima del herbicida 24 horas después de su aplicacion, disminuyendo para tiempos
mas largos hasta 4 dias tras la aplicacion, cuando GLI ya no fue detectado.

Concentracion de los lixiviados (ng mL™)

Tiempo (dias)

Figura V.7. Resultados obtenidos en el andlisis de los lixiviados recolectados de
plantas tratadas con GLI. Las barras verticales corresponden a la desviacion estandar
para n=3.

Las concentraciones de GLI y AMPA detectadas 24 h después de la aplicacion del
formulado comercial permitieron concluir que una muy pequefia proporcién del herbicida

aplicado fue transportado por el agua de riego durante el primer dia.

Por otro lado, el metabolito de GLI pudo ser cuantificado a partir de las 24 h de la
aplicacion, a una concentracion que correspondia a la décima parte del contenido de GLI
en el agua lixiviada. Esta concentracion de AMPA se mantuvo practicamente constante
durante los dos dias siguientes, disminuyendo para tiempos mas largos. No se detecto
AMPA después de 5 dias de la aplicacién de GLI.

V.4. CONCLUSIONES

Comprobada la eficacia del método de microextraccion IP-LLME desarrollado en
el capitulo anterior para la preconcentracion de GLI y AMPA, se amplié el abanico de
aplicacion para andlisis de aguas, vegetales y suelos, incluyendo ademéas a GLU como
analito. El uso de MS/MS con analizador QqQ acoplado a LC permiti6 mejorar la

sensibilidad del método, conduciendo a la inequivoca identificacion de los analitos.
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Los resultados obtenidos en el acoplamiento de distintas técnicas de
microextraccion en fase liquida (LPME) a la cromatografia liquida (LC) con deteccién
fluorimétrica (FLD) y por espectrometria de masas en tdndem (MS/MS) permiten
establecer como conclusion general de esta Memoria de Tesis Doctoral que dicho
acoplamiento se presenta como una plataforma de analisis de gran versatilidad,
ofreciendo diferentes posibilidades para la resoluciéon de problemas en diversos

ambitos.

La etapa de preparacion de muestra se ha centrado en procedimientos
basados en los principios de la Quimica Analitica Verde, con minima generaciéon de
residuos peligrosos y que pueden catalogarse como seguros y respetuosos con el
medio ambiente. En este sentido, se ha aplicado extraccion asistida por ultrasonidos
(UAE), microextraccion dispersiva liquido-liquido (DLLME), extraccion en punto de
nube (CPE) y microextraccion liquido-liquido con pares iénicos (IP-LLME). Asi, el
método analitico se ha adaptado al problema planteado usando la técnica LPME mas
adecuada para cada aplicacion, siendo los extractos obtenidos analizados mediante
LC combinada con FLD o MS/MS, dependiendo de la naturaleza de los compuestos

a analizar.

En esta Tesis Doctoral se presentan procedimientos para la identificacion y
cuantificacibn de diferentes compuestos quimicos en distintas muestras,
seleccionando tanto los compuestos de interés como las muestras objeto de andlisis
con el fin de aportar conocimiento y soluciones a problemas de interés social. En
este sentido, se han desarrollado y validado métodos de analisis para la
determinacion de biomarcadores de ciertas enfermedades como la diabetes (glioxal
y metilglioxal) en orina, inhibidores sintéticos de la enzima fosforodiesterasa-5
(sidenafil, tadalafil y vardenafil y N-desmetilsildenafil) en orina y aguas obtenidas de
plantas de tratamiento de aguas residuales, distintas formas de la vitamina K
(filoquinona, menaquinona y menadiona) en alimentos vegetales, asi como los
herbicidas glufosinato, glifosato y su principal metabolito en aguas de riego,

vegetales y suelos.
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son:

Las conclusiones especificas que pueden resaltarse de esta Tesis Doctoral

Los procedimientos de microextraccion desarrollados contribuyen al
avance de la implantacién de la miniaturizacion en los laboratorios
analiticos, pues consiguen la preconcentracion de los analitos de forma
limpia, rapida, sencilla, eficaz, barata y con un consumo minimo de

disolventes orgéanicos.

La elevada relacién entre el volumen de muestra y el volumen de fase
extractante, asi como las condiciones experimentales que favorecen la
afinidad de los analitos hacia la fase de extraccion, han permitido alcanzar

factores de preconcentracion elevados en todos los casos.

En todas las técnicas LPME seleccionadas, DLLME, SA-DLLME, CPE e
IP-LLME, el equilibrio de extraccién se ha alcanzado en tiempos muy
cortos, entre 20 y 60 segundos. Esta caracteristica es una de las ventajas
de las técnicas LPME frente a las basadas en microextraccion en fase

solida.

Se ha aplicado DLLME usando 1-undecanol como extractante para la
preconcentracion de inhibidores de la fosforodiesterasa-5 y a-
oxoaldehidos. En este Ultimo caso, la presencia de surfactante en la
mezcla ternaria de extraccién demostré incrementar la eficiencia del

proceso notablemente.

El surfactante no i6nico Tritdn X-45 permite preconcentrar tres formas de
la vitamina K mediante CPE. La aplicacién de energia de microondas a la
mezcla de extraccion provocé la rapida aparicion de turbidez,
consecuencia de la disgregacién del extractante en microvoliimenes. Este
efecto se traduce en un aumento sustancial de la superficie de contacto
entre las fases dadora y aceptora y, por tanto, en una extraccion casi

instantanea.

La preconcentracion de GLI, GLU y AMPA en metil isobutil cetona se llevé
a cabo formando previamente un par iénico con CTAB y en ausencia de

disolvente dispersante, proponiendo asi el método IP-LLME.

La aplicacion de las técnicas LPME a muestras solidas requiere una etapa

previa de extraccion de los compuestos de interés hacia una fase liquida.
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10.

11.

Para el aislamiento de los analitos desde las muestras soélidas, la técnica
de extraccién asistida por ultrasonidos (UAE) aplicada por medio de una
sonda directamente sumergida en la mezcla muestra-disolvente de
extraccién ha proporcionado excelentes porcentajes de extraccion en

tiempos muy cortos, concretamente entre 1 y 5 min.

En todos los procedimientos propuestos, las separaciones se han llevado
a cabo mediante LC en fase reversa, teniendo en cuenta las
caracteristicas de los compuestos a analizar, bien en su forma quimica
original o derivatizada, que favorecia la interaccion con la fase
estacionaria de caracter apolar. Se han empleado distintos disolventes
como fases moviles, incluyendo agua, acetonitrilo, metanol y &cido
férmico, asi como disoluciones reguladoras. Siempre que ha sido posible,
los compuestos se han separado mediante elucion isocratica, aunque en
algunos casos se ha requerido la aplicacion de elucién por gradiente,

acortando considerablemente el tiempo de separacion.

Para la determinacion de compuestos de férmulas quimicas muy
sencillas, como los a-oxoaldehidos y los herbicidas glufosinato, glifosato
y su principal metabolito, fue necesaria la aplicacién de una etapa de
derivatizacion para su transformacién en compuestos susceptibles de ser
monitorizados mediante FLD, para mejorar su detecciéon en MS/MS al
incrementar su masa molecular, o simplemente para mejorar su afinidad
hacia fases extractantes de caracter organico. Asi, para la determinacién
de los a-oxoaldehidos, su reaccién con 2,4-diaminonaftaleno permitié la
determinacion mediante FLD, que también pudo aplicarse al derivatizar
glifosato y AMPA con cloroformiato de 9-fluorenilmetilo (FMOC). Los
productos de derivatizacion glifosato, glufosinato y AMPA con FMOC

fueron detectados mediante MS/MS.

El efecto matriz ha sido estudiado en todos los métodos desarrollados,
considerando el impacto sobre la eficiencia de ionizacién en MS, asi como
el ruido del detector, que determina de forma directa los limites de
deteccién y cuantificacion, como resultado directo de la etapa de
preparacion de la muestra. Para el andlisis cuantitativo de las muestras,

se ha aplicado en cada caso la técnica de calibracion més adecuada.

La optimizacion de los procedimientos ha implicado tanto métodos

univariantes como multivariantes con disefios experimentales de matriz
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ortogonal. La eficiencia de algunos procedimientos de extracciéon y
preconcentracion se ha estudiado usando el método Taguchi, de modo
qgque las variables seleccionadas se consideran conjuntamente,
teniéndose en cuenta sus interacciones y pudiendo asi identificar las

mejores condiciones de trabajo con un nimero limitado de experimentos.

La tabla siguiente resume las caracteristicas mas importantes de los métodos
de andlisis propuestos en esta Tesis Doctoral, atendiendo a las variables
cromatogréficas y de deteccion, al tipo de muestra y su tratamiento, asi como a los

niveles de sensibilidad alcanzados.
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Microwave assisted cloud point extraction for the determination
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ABREVIATURAS

ACN: acetonitrilo

AGEs: productos finales de glicacion avanzada
AMPA: &cido aminometilfosfonico

ANOVA: andlisis estadistico de la varianza
AOAC: Asociacion Oficial de Quimicos Analiticos
APCI: ionizacion quimica a presion atmosférica
API: ionizacién a presion atmosférica

APPI: fotoionizacién a presion atmosférica
ASE: extraccion acelerada con disolventes
BSTFA: bis(trimetilsilil) trifuoroacetamida

CAE: extraccion coacervativa

CCD: disefio central compuesto

CE: electroforesis capilar

cGMP: monofosfato ciclico de guanosina

Cl: ionizacion quimica

CID: disociacion por colisién inducida

CMC: concentracion micelar critica

CPE: extraccién en punto de nube

CTAB: bromuro de hexadeciltrimetilamonio
DAD: detector de diodos en serie

DAN: 2,3-diaminonaftaleno

DC: corriente continua

DES: disolvente eutéctico profundo

DI: inmersion directa

DLLME: microextraccion dispersiva liquido-liquido
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DMSO: dimetilsulféxido

DSIL: N-desmetilsildenafil

DSPE: extraccion en fase sélida dispersa

EF: factor de enriquecimiento

EFSA: Autoridad Europea de Seguridad Alimentaria
El: impacto electronico

EIC: cromatograma de iones extraidos

ELISA: ensayo por inmunoabsorcién ligado a enzimas
EPA: Agencia de Proteccion Ambiental

ER: recuperacion de la extraccion

ESI: ionizacion por electrospray

EU: Unién Europea

FDA: Administracion de Alimentos y Medicamentos
FLD: detector de fluorescencia

FMOC: cloroformiato de 9-fluorenilmetilo

GC: cromatografia de gases

GLI: glifosato

GLU: glufosinato

GO: glioxal

HF: fibra hueca

HS: espacio de cabeza

HSSE: extraccién por adsorcién en espacio de cabeza
IL: liquido i6nico

IP: pares iénicos

IS: estandar interno

ISO: Organizacion Internacional de Estandarizacion
IT: trampa de iones

IUPAC: Union Internacional de Quimica Pura y Aplicada
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LC: cromatografia liquida

LLE: extraccion liquido-liquido

LLLME: microextraccion liquido-liquido-liquido
LLME: microextraccion liquido-liquido

LOD: limite de deteccion

LOQ: limite de cuantificacion

LPME: microextraccion en fase liquida

MAE: extraccion asistida por microondas

MD: menadiona o vitamina Kz

MGO: metilglioxal

MIBK: metil isobutil cetona

MIP: polimero de impresion molecular

MK: menaquinona o vitamina K-

MNPs: nanoparticulas magnéticas

MRL: nivel maximo de residuo

MRM: monitorizacion de reacciones multiples
MS: espectrometria de masas

MS/MS: espectrometria de masas en tandem
MSPD: dispersion de matriz en fase solida
MSPE: extraccién en fase s6lida magnética
OAD: disefio experimental de matriz ortogonal
ODS: octadecilsilano

OMS: Organizaciéon Mundial de la Salud
OPA: o-ftalaldehido

PAHSs: hidrocarburos aromaticos policiclicos
PDE-5: fosfodiesterasa tipo-5

PEG: polietilenglicol

PK: filoquinona o vitamina K1
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PLE: extraccion liquida presurizada
PT: purga y trampa

Q: cuadrupolo simple

QAV: quimica analitica verde

QIT: trampa de iones cuadrupolar
QqQ: cuadrupolo triple

QTOF: cuadrupolo con tiempo de vuelo
RF: radiofrecuencia

RP: fase reversa

RSD: desviacion estandar relativa

SA: asistido por surfactante

SBSE: extraccion por adsorcion sobre barras agitadoras

SD: desviacion estandar
SDME: microextraccion en gota simple

SDS: dodecilsulfato de sodio

SFDME: microextraccion por solidificacion de gota organica flotante

SFE: extraccion en fluidos supercriticos
SFOD: solidificacion de gota orgéanica flotante
SIL: sildenafil

SIM: monitorizacion de iones seleccionados
SLE: extraccién sélido-liquido

SLME: microextraccion con membrana liquida
S/N: relacion sefal/ruido

SPE: extraccion en fase solida

SPME: microextraccion en fase solida

SPS: disolvente de polaridad conmutable
SRM: material estandar de referencia

SUPRAS: disolvente supramolecular
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SWE: extraccion en agua subcritica

TAD: tadalafil

TBAC: cloruro de tetrabutilamonio

TIC: cromatograma de iones totales

TOF: tiempo de vuelo

TTAB: bromuro de tetradeciltrimetilamonio

UAE: extraccion asistida por ultrasonidos

UPLC: cromatografia liquida de ultra-alta resolucién
USAEME: microextraccion por emulsificacion asistida por ultrasonidos
UV-Vis: ultravioleta-visible

VAR: vardenafil

WWTP: planta de tratamiento de aguas residuales
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