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I. OBJETIVO Y JUSTIFICACION DEL TRABAJO

Las elevadas concentraciones de sustancias a las que el ser humano estad expuesto y
que afectan negativamente a su salud, mantienen una estrecha relaciéon en la mayoria de los

casos con las practicas productivas modernas y el desarrollo industrial.

De entre el vasto numero de xenobidticos que pueden considerarse como
contaminantes emergentes, los hidrocarburos aromaticos policiclicos (HAPs) ocupan un
importante apartado debido a su persistencia, diversidad y toxicidad, ya que pueden
permanecer en el medio ambiente durante largos periodos de tiempo sin alterar sus

propiedades toxicas.

Bajo la denominacion de hidrocarburos aromaticos policiclicos o HAPs, se engloba un
grupo de compuestos caracterizados por la unién de varios anillos bencénicos. Mas de 100
compuestos pertenecientes a esta gran familia son considerados peligrosos contaminantes por
sus propiedades tdxicas, mutagénicas y carcinogénicas, siendo ademas posibles disruptores
endocrinos. Aunque los HAPs han estado presentes como contaminantes naturales desde los
inicios de la vida del hombre, es cierto que el desarrollo industrial ha provocado un gran
aumento de sus concentraciones. La exposicién a los HAPs se produce, sobre todo, por la
inhalacion de dichos compuestos que se encuentran presentes en el aire (debido a la quema
de carbdén y madera, emisiones de automoviles, plantas generadoras de energia, quema de
desperdicios, humo de tabaco...) y la ingesta de alimentos contaminados o alimentos que han
sido preparados utilizando determinadas practicas culinarias como el ahumado, el tostado o
cocinados en barbacoa. También puede ser posible su absorcion por via dérmica,

principalmente en ambientes laborales.

El riesgo asociado a los HAPs y su ubicuidad en el medioambiente ha dado lugar a su

reconocimiento como contaminantes prioritarios por importantes organizaciones como la




Agencia de Proteccién Medioambiental de Estados Unidos (EPA), la Autoridad Europea de
Seguridad Alimentaria (ESFA), el Comité de Expertos en Aditivos Alimentarios (JECFA), la
Organizacién de las Naciones Unidas para la Alimentacion y la Agricultura conocida como FAO
o la propia Organizaciéon Mundial de la Salud (WHO). Los expertos han identificado 16 HAPs en

los alimentos inequivocamente peligrosos para la salud humana.

Tanto a nivel nacional como internacional, cientificos y organismos oficiales estdn
impulsando estudios de biovigilancia para obtener informacién fidedigna sobre la exposicién a
diversos contaminantes y sus efectos sobre la salud, informacion que permitiria establecer
medidas correctoras, tendencias o identificar grupos de poblacién mas vulnerables a la
exposicién y grupos de riesgo.

Estos estudios de biovigilancia han hecho crecer la demanda de metodologia analitica
gue proporcione datos fiables de manera rapida y econdmica atendiendo a la necesidad de
controlar y evaluar dicha exposicion en el mayor nimero de individuos. En este tipo de
analisis, hay que tener en cuenta que las muestras a analizar suelen ser muy pequefias, Unicas,
y las concentraciones a detectar se encuentran en niveles bajos. Por otro lado, se intenta
analizar muestras conseguidas de forma no invasivas (orina, excrementos, pelo...), en las que el

contaminante, en la mayoria de los casos, se encuentra metabolizado.

En el caso de los HAPs, la presencia en la orina de 1-hidroxipireno (10HPyr), principal
producto de la degradacién metabdlica del pireno, es utilizado como indicador bioldgico
directo de la entrada de pireno en el organismo e indirecto de los demds HAPs. Diversos
estudios han demostrado que el 10HPyr es un marcador biolégico sensible y fiable de los
niveles de exposicién ambiental, utilizdndose para asignar niveles de exposicion a
determinados contaminantes individuales en circunstancias en las cuales es complicado medir

directamente dicho contaminante.




Las tendencias actuales en el desarrollo de métodos analiticos inciden sobre todo en la
etapa de preparacién de la muestra, mejorando los procedimientos clasicos de forma que se
facilite la extraccién, la purificacidn y la preconcentracidn del analito en muestras complejas,

Unicas y escasas como las analizadas en los estudios de biovigilancia.

Por otra parte, y teniendo en cuenta que los HAPs estdn asociados al aumento en la
incidencia de diversos tipos de cancer, debido a su posible caracter genotdxico y cancerigeno,
se hace necesario buscar alternativas metodoldgicas que minimicen la manipulacion vy

contacto con este tipo de analitos.

Debe ademas considerarse la tendencia que existe para optimizar los procedimientos
analiticos, empleando cada vez volumenes menores de disolventes y menores tiempos de
analisis, reduciendo costes y residuos generados por el empleo de grandes cantidades de
disolvente, que presentan una toxicidad considerable y que pueden provocar impactos

importantes para el medio ambiente.

Por todas estas razones, esta Tesis Doctoral tiene como objetivo general el desarrollo
de nuevos procedimientos para el analisis y la determinacion de este tipo de sustancias, en

concreto la del biomarcador mds ampliamente utilizado, el 10HPyr en muestras bioldgicas.

El estudio se va a centrar en la sintesis de nuevos polimeros de impresién molecular
(MIP) empleando distintas estrategias de polimerizacidon (por precipitacion y en bloque). Los
MIPs se van a emplear como material adsorbente en fase sdélida con capacidad especifica de
reconocimiento para el analito 10HPyr en el desarrollo de nuevos procedimientos de
extraccion, para posteriormente, ser aplicados a diferentes muestras biolégicas humanas

(orina y leche materna).

A partir de todo lo anteriormente expuesto, para abordar el desarrollo de esta Tesis se han

fijado los siguientes objetivos especificos:




Optimizacién de un método cromatografico para la determinacion del 10HPyr. Como
técnica de andlisis se ha escogido la cromatografia liquida acoplada a un detector de
fluorescencia (HPLC-FD).

Sintesis de nuevos polimeros de impresion molecular (MIP) especificos para el 10HPyr,
utilizando distintas estrategias de polimerizacion (por precipitacion y en bloque) para
la extraccidn y aislamiento del citado compuesto como biomarcador de la exposicién a
los hidrocarburos aromaticos policiclicos.

Caracterizacion morfolégica y evaluacion mediante estudios de adsorcion, de los
polimeros impresos y no impresos sintetizados.

Desarrollo de procedimientos de extraccién utilizando los polimeros de impresiéon
molecular sintetizados (por precipitacidon y en bloque), como adsorbente en cartuchos
de extraccién en fase sélida (MISPE), para la determinacion selectiva de 10HPyr en
muestras de orina, empleando como técnica de medida HPLC-FD.

Validacién de los procedimientos MISPE desarrollados en muestras de orina, llevando
a cabo estudios de linealidad, repetibilidad, reproducibilidad y sensibilidad en las
condiciones 6ptimas, incluyendo un estudio de interferencias.

Estudio comparativo de los resultados obtenidos en los procedimientos MISPE
desarrollados para los MIPs sintetizados con diferentes estrategias de polimerizacion.
Aplicacion de un MIP como sistema de extraccion y aislamiento de 10HPyr en andlisis
de inyeccién en flujo en muestras de orina, y validacidon del método propuesto. El
sistema FIA desarrollado incluye la deteccidon fluorimétrica del analito.

Desarrollo de diferentes procedimientos de dispersion de la matriz en fase sdlida
(MSPD) para la determinacion de 10HPyr en muestras de leche materna humana,

incluyendo la utilizacién de un MIP como soporte sélido de dispersion.




e Validacién del procedimiento MIP-MSPD desarrollado en términos de linealidad,
repetibilidad, reproducibilidad y sensibilidad en las condiciones Optimas para la

determinaciéon de 10HPyr en muestras de leche materna.
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1. LOS HIDROCARBUROS AROMATICOS POLICICLICOS

Los hidrocarburos aromadticos policiclicos (HAPs) son un grupo numeroso de
compuestos organicos formados por la condensacidon de dos o mas anillos bencénicos que
pueden organizarse formando estructuras lineales, angulares o dispuestos en racimos. El

compuesto mas sencillo de esta familia es el naftaleno formado por tan sélo dos anillos.

Se originan basicamente en la combustion incompleta a alta temperatura de la materia
organica. Los HAPs se liberan entonces a la atmdsfera o se condensan sobre el material en
forma de particulas muy pequenas. La formacion de aerosoles que contienen HAPs permite
qgue puedan ser transportados a grandes distancias, alejados de la fuente de emisién, creando
una contaminacion difusa no controlada. Pueden encontrarse en el alquitran de hulla,
combustibles fésiles, erupciones volcanicas, incendios forestales, plantas industriales, tréafico
de vehiculos, calefacciones, humo de cigarrillos, ademas de generarse en la manipulacién de
alimentos ahumados, asados al horno o carbdn y tostados. Estas fuentes, tanto naturales
como antropogénicas, permiten que estén presentes en el aire, el agua, los suelos, los
alimentos, u otros productos de consumo, como por ejemplo los cosméticos. Su ubicuidad y
persistencia hace que se les considere contaminantes prioritarios [1]. Su presencia y
abundancia es tal, que se han detectado en el espacio, formando parte de las moléculas

interestelares de las galaxias [2].

Respecto a su toxicidad, se les adjudican tanto propiedades carcinogénicas como
mutagénicas, variando estas propiedades de un compuesto a otro dependiendo de su
estructura y conformacion. Ciertos HAPs tienen una fuerte actividad carcinogénica,
particularmente el benzo[a]antraceno (B[a]A) o el benzo[a]pireno (B[a]Pyr). Con otros, en
cambio, no existe esta evidencia y por ello no estan clasificados como tales, aunque en

general, todos los miembros de esta familia, son sospechosos de ser carcinogénicos en uno u
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otro grado [3]. Los HAPs por si mismos no tienen estas propiedades ya que requieren de una

activacion metabdlica de los centros electrdéfilos que favorezcan esta capacidad [4].

Debido a su abundancia, ubicuidad y persistencia y a los riesgos inherentes a los HAPs,

éstos constituyen un grupo de estudio prioritario en los trabajos actuales de biovigilancia [5].

Varios organismos internacionales han fijado el interés y prioridad en 16 de ellos

debido a que [6]:

1. Hay mds informacién disponible sobre ellos que sobre los otros HAPs.

2. Se sospecha que son mas daiiinos que los otros y exhiben efectos nocivos que son
representativos de los HAPs.

3. Existe una mayor posibilidad de que la poblacion esté mas expuesta a estos HAPs que a
los otros.

4. De todos los HAPs analizados, éstos fueron los que se identificaron como los que

tenian las mayores concentraciones presentes en los lugares de maximo riesgo.

La estructura de estos 16 HAPs prioritarios, puede consultarse en la Tabla 1.1.
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Tabla 1.1. Los 16 HAPs prioritarios

Naftaleno Acenafteno Acenaftileno Fluoreno

CC O | SO
94 2 O
NG

Fenantreno Antraceno Fluoranteno Pireno

Criseno

Benzo[a] antraceno

Benzo[b]fluoranteno

Benzo[k]fluoranteno

0

=
!\\

Benzo[a]pireno

Dibenzo[a,b]

antraceno

Indeno [1,2,3-c,d]

pireno

Benzo[g,h,i] perileno
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1.1. ANTECEDENTES HISTORICOS

Los HAPs histéricamente fueron los primeros agentes quimicos en ser reconocidos

como causantes de tumores malignos en humanos.

Ya en 1775, el médico britanico Percival Pott [7][7][7] observé una prevalencia elevada
entre los deshollinadores de cierta edad de un tipo de cancer genital, relacionando de esta

forma el hollin con la formacién del tumor [8].

Cien anos después el médico von Volkmann y poco después Joseph Bell volvieron a
relacionar, esta vez, los derivados del petrdleo, con la incidencia de cdnceres en los

trabajadores industriales expuestos [4].

Estos indicios han seguido siendo confirmados en afios posteriores. En 1918 los
patdlogos Yamagawa e Ichikawa establecieron una relacién entre el cancer de piel y el
alquitran experimentando con orejas de conejo [9]. La complejidad de la matriz del alquitran
no permitié descubrir qué compuestos eran los responsables de la incidencia del cancer hasta
gue Bloch y Dreifuss en 1921 dieron la primera pista sobre las caracteristicas quimicas de los
compuestos responsables de la aparicién del cdncer en los pacientes [10]. Este grupo quimico

debia de pertenecer a los hidrocarburos policiclicos.

En esa misma época, Kennaway realizd un experimento sobre sustancias que
producian cancer y obtuvo compuestos carcinogénicos similares sometiendo a alta

temperatura o pirolizando materia organica [11].

Mayneord y Hieger estudiaron la fluorescencia de estos compuestos comprobando
que efectivamente, tanto los compuestos del alquitran de hulla como los obtenidos por
Kennaway eran de la misma familia. Todo esto tuvo como consecuencia la sintesis del

dibenzo[a,h]antraceno con lo que se demostraba la capacidad carcinogénica de esta familia.
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Posteriormente, de la brea se aislé el benzo[a]pireno, principal responsable del poder

carcinogénico del alquitran de hulla [12].

Demostrada la toxicidad de algunas sustancias quimicas de origen antropogénico, los
organismos responsables de la salud ambiental se plantearon el reto de vigilar y evaluar la
exposicién a la que estd sometida la poblacidn, iniciandose los primeros estudios de

biovigilancia.

La determinacién de estos quimicos o de sus metabolitos en fluidos humanos comenzé
en estudios de medicina laboral para la proteccidn de la salud de los trabajadores expuestos,
siendo posteriormente extendidos a la poblacién en general. Estados Unidos y Alemania
fueron pioneros en este tipo de estudios. En la actualidad, las principales sustancias que se
vigilan en este tipo de investigaciones, ademds de los HAPs son: metales, ftalatos,
dibenzodioxinas y dibenzofuranos policlorados (PCDD, PCDF), bifenilos policlorados (PCB),
pesticidas, aminas aromaticas, compuestos perfluorados, compuestos orgdnicos volatiles y

compuestos asociados al humo del tabaco (nicotina y cotinina) [5].

Paralelamente a los estudios de evaluacidn de la exposicién a estas sustancias, se ha
generado un desarrollo normativo, a nivel nacional e internacional, para minimizar el riesgo y
proteger la salud de la poblacién mas expuesta. En este campo existen determinados grupos
de sustancias que han adquirido el estatus de sustancias prioritarias debido a su amplia
presencia en el medio ambiente y a su toxicidad, siendo objeto de programas de vigilancia y
regulaciones internacionales cuya finalidad sera la de preservar la calidad del medio ambiente
y la salud de la poblacién en general, llegando a estar su generacién y produccion limitada a
unos niveles o en algunos casos prohibida. Ejemplos de ellos son los compuestos organicos
persistentes o COPs, reguladas en el Convenio de Estocolmo [13]. El objetivo del Convenio de
Estocolmo es, por tanto, proteger la salud humana y el medio ambiente de estos COPs, donde

ademds se incluye otros contaminantes ambientales de interés en seguridad alimentaria como
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son los metales pesados entre los que se encuentran Hg, Pb, Cd o As y como contaminantes

organicos persistentes estan dioxinas, PCB o los HAPs.

Los COPs relinen una serie de caracteristicas que les hacen peligrosos, presentando un
riesgo especial y siendo una amenaza para la salud humana y el medio ambiente. Estas

caracteristicas son:

1. Ser persistentes, pudiendo permanecer inalterados durante afios o décadas en el
medio y en los tejidos de los organismos.

2. Ser liposolubles, acumuldndose en los organismos desde el medio a y lo largo de las
cadenas tréficas.

3. Ser volatiles, por lo que se hace posible el transporte atmosférico y marino a grandes
distancias en ciclos sucesivos de depdsito y emisién, pudiéndose encontrar por tanto,
muy lejos de las fuentes.

4. Ser altamente toéxicos, pudiendo provocar graves efectos sobre la salud y el medio

ambiente.

1.2. ORIGEN Y FUENTES DE LOS HAPS. USOS INDUSTRIALES

Como se ha comentando anteriormente, los HAPs tienen principalmente dos tipos de
fuentes responsables de su presencia en el ambiente, fuentes naturales y fuentes

antropogénicas.

Fuentes naturales:

La presencia de HAPs es debida principalmente a la combustién natural de materia
organica como pueden ser los incendios forestales o combustibles fésiles. Las erupciones

volcanicas también aportan estos compuestos al medio ambiente [14].
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Fuentes antropogénicas:

La presencia de los HAPs en el aire esta ligada también a procesos de combustién, la
quema de combustibles fdsiles en actividades industriales, incineracion de residuos,
calefacciones domésticas, emisién de gases provocadas por vehiculos de motor (barcos,
aviones, coches y camiones...). Su presencia también es debida a procesos industriales, plantas
de generacién de energia, incineradoras, industria metallrgica, especialmente de hierro y
aluminio [15, 16]. Se emplean también en la produccién de tintas, plasticos, pesticidas y en
medicinas. Por lo tanto presentan, en general, una mayor incidencia en paises industrializados

y zonas urbanas que en otras regiones menos desarrolladas.

Los HAPs, en la actualidad, estdn implicados en una gran cantidad de usos industriales,
asi el antraceno es utilizado en la produccién de antroquinona, que es un intermediario en la
produccion de colorantes, participa de la fabricacion de fibras sintéticas, pldsticos y
monocristales y como diluyente para conservantes de madera [17]. También se usa en cortinas
de humo, como contador de escintilacién, en la investigacién de semiconductores orgdnicos y
en la sintesis de agentes en quimioterapia [18, 19]. De igual forma, el acenafteno se emplea
como intermediario en la produccién de colorantes, en la fabricacion de productos
farmacéuticos y plasticos, como insecticida y fungicida [20]. El fluoreno se usa como producto
quimico intermedio en muchos procesos quimicos, en la formaciéon de poliradicales para
resinas, y en la fabricacién de colorantes [21, 22]. El benzofurano se emplea en la elaboracion
de resinas [23]. El fenantreno se usa en la produccidn de colorantes y explosivos y en
investigaciones bioldgicas y sintesis de farmacos [24]. El fluoranteno se usa como material de
revestimiento interno para proteger el acero y las tuberias de hierro ductil para agua potable y
en tanques de almacenaje [16, 25]. La creosota, mezcla de HAPs, se emplea como biocida en el
tratamiento de la madera. Esta madera puede seguir comercializdndose para determinados

usos aunque esta prohibida, entre otros, emplearla en terrenos de juego, parques, jardines e
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instalaciones recreativas y de recreo al aire libre en los que exista el riesgo de contacto

frecuente con la piel [26].

Por otra parte, habitos sociales como el consumo de tabaco se relacionan
directamente con los HAPs. El humo del tabaco, tanto inhalado como expulsado contiene

cantidades importantes de esta familia de hidrocarburos [27].

Otra fuente importante de HAPs es la pirolisis de los alimentos. Los carbohidratos,
aminodcidos y acidos grasos presentes en el propio alimento generan HAPs (reacciones de
Maillard), incrementandose cuando entran en contacto directo con la llama (parrillas,
barbacoas), siendo depositados en la superficie de los mismos. Ademas, todo proceso de
pardeamiento no enzimatico, como puede ser el tostado de derivados de cereales, en la
elaboracion del pan o en el ahumado de carnes y pescados, provoca su aparicion, absorcién y

acumulacion [3].

Raramente la exposicion a los HAPs es debida a una sola fuente, sino a una mezcla de
ellas. La presencia de los HAPs en el aire debida a procesos de combustién o industriales hace
que la via de exposicion mas comun sea la respiratoria. La presencia en el aire en forma
gaseosa, la formacion de aerosoles o la adhesidn a pequefias particulas sélidas puede llevar
estos contaminantes a lugares alejados de la fuente pudiendo depositarse también en el suelo
y en las masas de agua. En determinados ambientes interiores, algunos trabajadores estan
expuestos debido a las emisiones de los diversos procesos de produccidon. También en
situaciones habituales, el consumo de tabaco es a veces la principal fuente de HAPs que afecta

tanto a fumadores como a no fumadores.

Por otro lado, la dieta contribuye de forma importante a la exposicidon a los HAPs y
determinados habitos culinarios y alimenticios ligados a los usos y costumbres personales

incrementan la exposicion (pan, café, ahumados...) [28].
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1.3. PRINCIPALES ViAS DE EXPOSICION

1.3.1. Via inhalatoria

Como se ha expuesto en el apartado anterior los HAPs estdn presentes en el aire,
entrando a través de los pulmones al respirar. Esto puede ser debido a la inhalacién de humo
de tabaco, aire contaminado de zonas industrializadas, tanto debidos a fabricas como a
vehiculos, inhalaciéon de desechos industriales o inhalacién de humo en incendios. En zonas
rurales los niveles suelen oscilar entre los 0,02 y 1,2 ng/ms, mientras que en urbanas se
detectan del orden de 1,15-20 ng/ma. Estas concentraciones suelen aumentar en los meses de
invierno debido sobre todo al aumento de emisiones industriales, trafico de vehiculos y

calefacciones domésticas cuyo uso se incrementa durante este periodo [29].

Para algunos trabajadores el ambiente laboral es la principal fuente de exposicién a los
HAPs, siendo la via inhalatoria la via de exposicién principal. Aunque también se puede
producir su absorcién por la piel al estar en contacto directo con estas sustancias. Dentro de
las actividades industriales cuyo margen de exposicion ocupacional es mayor, destacan la
industria metalurgica y siderurgia, hornos de coque, destilacién de alquitran, betin o creosota,
aplicaciones del alquitrdn y asfalto, refinado de petrdleo, trabajo con carbdn, industria de
goma vy caucho, incineracién de residuos, operarios de maquinaria y automoviles vy

ahumadores de alimentos [25, 30].

1.3.2. Via digestiva

Una importante via de exposicion es la dieta, debido al consumo de agua o alimentos
gue contengan HAPs, ya sea por contaminacion en su origen como por generacion de los
mismos en su manipulacion o procesado, tales como vegetales, cereales y lacteos procedentes
de suelos o atmdsferas contaminadas. También pueden encontrarse HAPs en carnes cocinadas

en barbacoa, pescados o alimentos con contenido en grasas donde pueden acumularse, frutos
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o semillas, aceites, etc. El contenido de B[a]Pyr en alimentos asados oscila en torno a 0,17-10,5
ug/kg, dependiendo del alimento y viendo su cantidad aumentada con el contenido en grasa.
El pescado ahumado contiene niveles relativamente elevados del orden de 4-16 pg/kg de
B[a]Pyr, consecuencia de la combustion de madera necesaria para su elaboracion. Las

referencias de HAPs en agua potable oscilan entre los 4y 24 ng/L [31].

1.3.3. Via dérmica

La exposicion a los HAPs por via dérmica puede producirse al entrar en contacto con
particulas del suelo contaminado, o productos tales como la creosota. También debido al uso
de algunos medicamentos en los que se emplean en su composicion diversos hidrocarburos
(tratamiento de eccemas, psoriasis o dermatitis), o por contacto directo con estas sustancias

[29, 32].

1.4. RUTA METABOLICA DE LOS HIDROCARBUROS AROMATICOS POLICICLICOS

La biotransformacién de los HAPs involucra una serie de enzimas que catalizan
reacciones de oxidacién, reduccién e hidrélisis (enzimas del citocromo P-450-CYP) y de
enzimas que catalizan reacciones de conjugacidn (sulfotransferasa, epdxido hidrolasa,
glutation, S-tranferasa y UDP-glicotransferasa). Estos sistemas enzimaticos se encuentran
distribuidos a lo largo de todos los tejidos del organismo [32]. El proceso metabdlico tiene
lugar principalmente en el higado aunque puede darse en otros tejidos metabdlicamente
activos. Los HAPs son primeramente oxidados a mono y dihidroxiderivados, conjugando la
molécula de glutatidn para conseguir su solubilidad en medio acuoso, favoreciendo de este
modo su eliminacién por la orina como glucurono y sulfo conjugados. En la oxidaciéon también
se producen epdxidos, muy reactivos, que le dan al compuesto su capacidad genotdxica [33].

Un paso critico en la carcinogénesis de los HAPs en los mamiferos parece ser debido al enlace
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covalente de las especies metabdlicas a los residuos nucleofilicos, entre los que se incluye el

ADN [34].

Se ha sugerido que el metabolismo de los compuestos tiene como finalidad aumentar
la polaridad de los mismos, haciéndolos mas hidrosolubles y mds faciles de excretar por via
fecal y urinaria. Aprovechando esta caracteristica, se puede realizar la determinacién de los

metabolitos presentes en orina y por tanto medir la exposicion sufrida.

Aunque este proceso conduce en su mayor parte a una detoxificacidn, hay algunos
HAPs que se activan a especies mas reactivas. El B[a]Pyr, siendo uno de los HAPs mas
importantes y estudiados, es un cancerigeno que es bioactivado en el higado, concretamente
en el reticulo endoplasmatico liso (fraccion microsémica) de los hepatocitos que contienen
gran cantidad de citocromo P-450. Mediante un proceso de oxidacién enzimatica se forma un
epoxidiol, molécula altamente electréfila, ya que adiciona iones H* transformandose en un
catién muy estable electrofilo que puede inducir la aparicién de un posible cancer. Esto es asi
debido a que en vez de eliminarse, se liga con el ADN celular, que al igual que las proteinas y
los lipidos, son moléculas nucledfilas, lo que impide que las células se reproduzcan de forma
natural [35]. EI metabolismo del B[a]Pyr es uno de los ejemplos mas estudiados de los
procesos de bioactivacién, en los cuales los productos del metabolismo resultan ser mas
téxicos que los productos de partida. Este efecto de la biotransformacién ocurre cuando se
producen especies quimicas muy reactivas, como pueden ser los compuestos electrofilicos, y
con gran afinidad por las moléculas nucledfilicas como son los acidos nucleicos, proteinas o
lipidos [36]. La Figura 1.1 esquematiza este proceso. El epoxidiol formado por la oxidacién
enzimatica sera el que reaccionara posteriormente con el ADN formando un aducto, pudiendo

provocar posteriormente fallos en la multiplicacién celular.
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‘s Oxidacion enzimatica

Benzol[a]pireno epoxidiol

Figura 1.1. Oxidacion enzimdtica del B[a]Pyr

La ruta metabdlica que sigue este tipo de compuestos se explica en dos etapas [37]:

Reacciones de primera fase o biotransformacion: que incluyen oxidaciones,
hidroxilaciones y reducciones. Se introduce un nuevo grupo funcional para que la molécula
adquiera polaridad y sea excretada con facilidad. Las enzimas que intervienen en este proceso

son del tipo citocromo P-450.

Reacciones de segunda fase o conjugacion: en las que se producen sintesis de
conjugados mediante la adicidn enzimatica de nuevos grupos como pueden ser el acido
sulfurico o acido glucurdnido, que se dan en el grupo funcional presente en la molécula o que
se han originado en la primera etapa. Las enzimas en este caso son las glutatidon-S-transferasa
o la sulfotransferasa. En esta fase se incrementa ain mas la hidrosolubilidad de la molécula

resultante.

La ruta metabdlica del B[a]Pyr es la que mejor se conoce. La Figura 1.2 representa de

forma esquemdtica esta ruta metabdlica.

Igualmente, se han realizado algunos estudios de eliminacidon de metabolitos a través
de la leche en rumiantes [38-43], aunque la eliminacién de los HAPs mediante su excrecidn en

esta matriz ha sido poco estudiada hasta el momento.
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Figura 1.2. Ruta metabdlica del B[a]Pyr [32]

1.4.1. Metabolismo del pireno

La biotransformacién del pireno (Pyr) en 10HPyr y su posterior transformacién en sus

conjugados solubles pueden consultarse en la Figura 1.3 [44].

La biotransformacion del Pyr incluye una serie de enzimas que catalizan reacciones de
oxidacién, reduccién e hidrdlisis (enzimas del citocromo P450 CYP), asi como enzimas que
catalizan reacciones de conjugacion (sulfotransferasas, epdxido hidrolasa, glutation S-

transferasa y UDP-glicotransferasas).
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Figura 1.3. Metabolismo del pireno [44]

Pireno

El metabolismo del Pyr pasa por dos etapas. En la fase I, las mono-oxigenasas
dependientes del citocromo P450 (CYP IA), una familia de enzimas, oxida el Pyr afiadiendo un
grupo hidroxi en la posicidn 1 y formando de esta forma el 10HPyr, el principal metabolito del
pireno. El 10HPyr puede volver a oxidarse por otros citocromos P450, formandose el 6-
dihidrodiol o 1,8-dihidrodiol pireno. Cuando actta el citocromo P450 IIB se forma el 5 epoxi,

4,5-dihidropireno y el 4,5-dihidrodiolpireno.

En la segunda fase metabdlica, estos metabolitos pasan a conjugarse con las enzimas
tipo glucoronosil transferasa/sulfotransferasa y glutation-s-transferasa formandose los
derivados conjugados carbohidrato o sulfato, para que puedan ser excretados por el cuerpo

principalmente por la orina [45].

Las rutas de eliminacién principal son la bilis, orina y las heces [46]. Se ha observado
que el 10HPyr encontrado en orina es 10 veces mayor que el encontrado en leche, en
concordancia con el hecho de que la orina es la mayor ruta de eliminacién de los xenobidticos

[47].

La presencia en orina del 10HPyr tiene, por tanto, una correlacidn significativa con la

exposicion total a HAPs. Aunque el Pyr no es considerado cancerigeno y sus efectos
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genotoxicos son limitados, es un compuesto que esta presente en grandes concentraciones en
el medio ambiente, por lo que sus metabolitos también lo estaran en la orina. Este es el
principal motivo por el que el 10HPyr es habitualmente elegido como marcador biolégico de
presencia de HAPs. Esta informacidn sobre la concentracion de 10HPyr ofrece valores de

referencia para que se puedan determinar los niveles de exposicidon a estos compuestos.

1.5. ASPECTOS TOXICOLOGICOS

Los principales impactos de los HAPs en la salud humana se centran en sus
propiedades genotodxicas, es decir, aquellas propiedades donde se causa un dafo al material
genético (aspectos teratogénicos, mutagénicos y carcinogénicos). Su capacidad genotéxica es
la que mas preocupa en este sentido. Los HAPs, o sus metabolitos, son capaces de captar
electrones e interactuar con moléculas tales como el ADN. La evaluacién y control de la
exposicion humana a las sustancias que presentan dicha actividad permiten minimizar el
impacto sobre la salud humana, ya que la mayoria de los canceres resultan de interacciones
genéticas y ambientales, siendo éstas ultimas las mas importantes y las que mayores factores

pueden ser susceptibles de ser estudiadas.

Por tanto, una vez los HAPs han entrado en el organismo, pueden ocurrir procesos de
biotranformacion o biodegradacién, que seran los que dicten el contenido de contaminante en

dicho organismo y por tanto, su toxicidad.

La forma de entender el riesgo toxicoldogico que suponen los HAPs es mediante el
conocimiento de la fraccion disponible para los organismos (niveles residuales) y los
mecanismos de toxicidad que se generan en el interior de los seres vivos [48]. En el primer
caso, esto va a depender de las propiedades fisico-quimicas de las propias sustancias
(solubilidad en agua, volatilidad, caracter hidrofébico, fotodegradacién) y en el segundo caso

va a depender de la actividad bioldgica. Del segundo factor se encargara la degradacién
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microbiana, la cinética de los procesos téxicos, la biotransformacion y el caracter mutagénico y

carcinogénico del HAP concreto.

Partiendo de lo expuesto anteriormente, se introduce el concepto de
biodisponibilidad. Este concepto hace referencia a la fraccion de compuesto presente en el

suelo, aire o0 agua, que puede ser potencialmente transferida a los tejidos de un organismo.

Hay que afiadir que los efectos de los HAPs sobre la salud humana estan directamente
relacionados con el mecanismo de contaminacidon que se produce principalmente por la via
inhalatoria. En la atmdsfera, los HAPs se distribuyen atendiendo a las condiciones ambientales
y las propiedades fisico-quimicas del compuesto. Las particulas de HAPs son capaces de
alcanzar las vias respiratorias donde los procesos de eliminacién son lentos. Esto puede llegar a
provocar cancer de pulmdn y otras enfermedades crdnicas, siendo las particulas mds pequefias
las que tienen un mayor tiempo de residencia, manteniendo por tanto un contacto directo con
la membrana celular. Esto aumenta la posibilidad de absorcién por el cuerpo debido a Ila

deposicidn de particulas [49].

En cuanto a la biodisponibilida de HAPs en aguas, esta limitada para compuestos con
un coeficiente de reparto octanol-agua (log K,.) superior a 5. El tiempo de contacto entre los
HAPs y los sedimentos hace que se vaya reduciendo su biodisponibilidad. En hdébitats
terrestres, se enlazan principalmente a la fraccion organica del suelo (horizontes superiores),
por la similitud de polaridades. Debido a las grandes fluctuaciones en el contenido de agua de
los suelos (evaporacién, drenaje, lluvias...), los procesos de particion de HAPs son muy

dinamicos, y no suelen predominar las condiciones de equilibrio [50].

Como se ha mencionado, los HAPs pueden presentar propiedades genotdxicas y
mutagénicas asi como ser carcindgenos y ser ademas posibles disruptores endocrinos [51]. Los
disruptores endocrinos son sustancias quimicas que afectan a la actividad normal de las

funciones hormonales en animales pudiendo simular ciertas hormonas, produciendo
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respuestas similares o bien bloquearlas, inhibiendo su actividad endocrina. Este efecto ocurre
principalmente en niflos cuyas madres se han visto expuestas durante el embarazo y la
lactancia [52]. Los HAPs son metabolizados y los compuestos formados pueden reaccionar
covalentemente con el ADN celular y otras macromoléculas como pueden ser proteinas o
acidos nucleicos. Los aductos de ADN dan lugar a mutaciones que se producen durante la
replicacién o reparacion del ADN, pudiéndose activar procesos teratogénicos o cancerigenos.
Para poder expresar esta capacidad carcinogénica, los reactivos intermedios deben sufrir una
“bioactivacién”, es decir, ser activados metabdlicamente por la enzima del tipo citocromo
P450 y las epoxi hidrolasas. De esta forma, en vez de producirse un metabolito menos tdxico
que el compuesto de partida y ser excretado facilmente, se ha generado un producto
intermedio que da lugar a un proceso de inhibicion de las hormonas o la aparicién de un
cancer por impedimento de reproduccion celular adecuada. Un ejemplo de una molécula con
éste tipo de comportamiento seria el 3-hidroxibenzo[a]pireno (30OHB[a]Pyr). Esta molécula
tiene tanto la capacidad de unirse covalentemente al ADN como, debido a su estructura,

sustituir al estradiol como hormona.

Estos mecanismos de toxicidad son especificos por varios motivos:

1. Sélo ciertos HAPs son activados metabdlicamente y registrados como cancerigenos.

Este es el caso del B[a]Pyr.

2. No todos los organismos poseen un sistema enzimdtico capaz de metabolizar los
HAPs. Los efectos seran especialmente daiiinos en el caso de organismos que no posean

mecanismos de reparacién de su ADN celular.

3. Tener una estructura similar a las hormonas esteroideas. EIl HAPs debe poseer al

menos cuatro anillos aromaticos y metabolizar a partir de grupos fendlicos o quinonas.
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Todos estos aspectos toxicoldgicos van a depender de la estructura del compuesto, asi
como de su forma, de su tamafio y de la presencia de sustituyentes en determinadas regiones
del anillo bencénico. Aunque no todos los miembros de la familia presentan estas

caracteristicas, la gran mayoria de ellos, pueden llegar a ser irritantes sobre piel y mucosa.

Entre sus propiedades fisico-quimicas destacan su baja solubilidad en agua y elevada
solubilidad en sustancias lipidicas, que implica que se puedan acumular en los organismos, en
la materia organica y en los sedimentos, persistiendo por tanto en la naturaleza. Esta
persistencia del compuesto aumenta al aumentar el tamafo de la molécula. Por ejemplo, la
baja persistencia del naftaleno debido a su bajo peso molecular contrasta con la persistencia y
bioacumulacién del B[a]Pyr. Esta bioacumulacion puede hacer que se determinen HAPs y/o sus
metabolitos en diversos fluidos biolégicos. Es por este motivo que puede ser susceptible de
contaminar la leche materna, tanto humana como la que proviene de pequefios rumiantes y
de la que derivan los productos lacteos de consumo diario (leche, yogures, quesos...) [53].
Ademads, hay estudios que relacionan la exposicién prenatal de estas sustancias al retraso y
crecimiento intrauterino asociado a su vez con problemas respiratorios en ninos. Factores
como el tabaquismo, la dieta o polucién del aire, son determinantes en el aumento de niveles

de HAPs de la madre [54].

Por tanto, la evaluacidn y andlisis de estos factores serdn un componente fundamental
para la toma de decisiones de las agencias y administraciones, con objeto de determinar la
necesidad y naturaleza de las acciones que deben emplearse, y asi evitar las consecuencias

toxicoldgicas de la exposicion a estos compuestos.
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1.6. PROPIEDADES FiSICO-QUIMICAS

En su forma pura, los HAPs son sdlidos incoloros o con un color amarillo o verde palido.
A temperatura ambiente son sélidos con alto punto de fusion y ebulliciéon y baja presion de
vapor. Son lipofilicos, tanto mayor cuanto mayor es su peso molecular, por lo que suelen ser
insolubles en agua [55]. Su coeficiente de reparto octanol-agua (log K,,,) se situa en el rango de
3,4-6,5. Estos altos coeficientes de particién indican que pueden ser absorbidos a través de los
diferentes tejidos bioldgicos, tales como la piel [56]. Los HAPs son compuestos no polares o
muy débilmente polares, que tienen afinidad por las fases organicas hidrofdbicas, presentando
una baja solubilidad en agua. Dicha solubilidad disminuye con el aumento del tamafio de la
molécula y, con la excepcion del naftaleno, que es relativamente soluble, los HAPs no suelen
presentar solubilidad en dicho medio. Su coeficiente de reparto entre el carbono orgdnico y
agua (K, también es alto, por lo que en sistemas acuosos tienden a concentrarse en los
sedimentos o se asocian a la materia orgdnica en suspension, lo que explica su persistencia en
el medio ambiente. Dicho coeficiente de particion de carbono organico es una medida de la
tendencia de las sustancias orgdnicas para ser absorbidas por el suelo y los sedimentos. Es
especifica de cada sustancia e independiente de las propiedades del suelo. La presion de vapor
y la constante de Henry disminuyen de igual forma con el aumento del peso molecular. Esto
significa que los hidrocarburos de entre 2 6 3 anillos tienden a concentrarse en la fase gaseosa
del aire, mientras que los de mayor nimero de anillos se concentran en las particulas

atmosféricas [57].

Por otra parte, los HAPs son compuestos relativamente inertes y sus reacciones mas
comunes son las reacciones de sustitucion o adicidn electroéfila. Como este tipo de reacciones
destruye la aromaticidad del sistema conjugado y por tanto se da una disminucién en la
estabilidad de la molécula, a menudo son seguidas por reacciones de eliminacién que

regeneran el sistema aromatico. Su energia de resonancia es menor que la del benceno. A
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medida que va aumentando el nimero de anillos aromaticos, va disminuyendo la energia de
resonancia y debido a esto, como no estan tan fuertemente estabilizados como el benceno,
con frecuencia participan en reacciones de adiccidn. Reaccionan por sustitucién del hidrégeno
o por adicidon cuando se produce la saturacién, aunque tienden a conservar el sistema de

anillos [32].

Los HAPs son inestables fotoquimicamente [58]. La reaccion de fotooxidacién mas
frecuente es la formacion de endoperdxidos que derivan a quinonas [32]. Esta degradacion se
incrementa con la alta temperatura, bajo atmdsfera de oxigeno o en medio acuoso. El proceso

de degradacion metabdlica da mayoritariamente metabolitos hidroxilados.

Es evidente que las propiedades fisico-quimicas de estos compuestos estdn
determinadas en gran medida por su sistema de enlaces dobles conjugados que varian con el
numero de anillos y por lo tanto con su peso molecular. De los valores de algunas constantes
fisico-quimicas se desprenden conclusiones relevantes para la comprensiéon del
comportamiento ambiental y toxicolégico de estos compuestos, los cuales se muestran en la
Tabla 1.2. Esta tabla recoge las distintas propiedades fisico-quimicas de alguno de los HAPs
mas representativos de la familia [25]: El nimero CAS es el numero de identificacion que
asigna la Sociedad Quimica Americana a las distintas sustancias quimicas; El peso molecular

(PM), que viene expresado en g/mol. Se numeran también los puntos de fusidn y ebullicién en

° C. La presion de vapor (Pv) representa la presidn que ejercen las moléculas en estado vapor

gue han sido proyectadas fuera de la masa de la disolucién en la que se encuentre la sustancia
(expresada como mm Hg). En general, los HAPs presentan una presion de vapor baja, lo que
posibilita que puedan viajar largas distancias en la atmdsfera antes de regresar a la tierra en

forma de agua de lluvias o por asentamiento de particulas.
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La solubilidad (Sol) muestra la maxima concentracion del compuesto capaz de
disolverse en el agua. Se mide en unidades de concentracion (mg/L). Por lo general, los HAP

tienen una solubilidad baja por lo que no se disuelven facilmente en el agua.

Otra propiedad representada en la Tabla 1.2 es la constante de la ley de Henry (H).
Dicha constante describe la tendencia de un compuesto a volatilizarse, que sera mayor cuanto
mas alto sea el valor de H. Los HAPs presentan valores bajos de la constante de la ley de Henry.
Dicha constante esta directamente relacionada con la presién de vapor mediante la ecuacién

propuesta por Henry.

Por ultimo, el logaritmo del coeficiente de reparto octanol-agua (log K,.) es una
medida de cdmo un compuesto puede distribuirse entre dos disolventes inmiscibles, agua
(disolvente polar) y octanol (disolvente relativamente no polar, que representa a los lipidos).
Se calcula dividiendo la concentracién que presenta la sustancia en el octanol entre la que
presenta en el agua. Se emplea para estimar la distribucién del compuesto en un tejido de
grasa animal. De esta forma, cuanto mayor sea este valor, mayor tendencia tendra el
compuesto a bioacumularse. Los HAPs presentan valores elevados del log Koy, |0 que indica su
predisposicion a ser bioacumulados por los organismos vivos, de ahi su toxicidad vy

acumulacidn dentro del organismo.

En esta tabla se incluye también una clasificacion de su potencial cancerigeno (PC),
atendiendo a su potencial en humanos segun la Agencia Internacional en la Investigacion del

Cancer (IARC) y la EPA.

Dichas agencias clasifican estos compuestos en probablemente cancerigenos en
humanos (2A), posiblemente cancerigenos en humanos (2B), no calificables como

cancerigenos en humanos (3) y no experimentado en humanos (NE).
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De esta tabla se sacan varias conclusiones [59-61], pudiendo dividir los HAPs en dos
grandes grupos si atendemos a su estado fisico determinado tanto por la presidon de vapor

como por la temperatura. A presiones de vapor superiores a 1x107 kPa suelen encontrare en
fase gaseosa. A 25 °C, los compuestos de tres anillos se encuentran principalmente en fase
vapor, mientras que los de nimero de anillos superiores se distribuyen entre fase sélida y
vapor. Los HAPs con seis anillos se encuentran exclusivamente en fase sdlida. Las presiones de

vapor cambian alrededor de un orden de magnitud cuando la temperatura varia 15 °C.

Los HAPs poseen propiedades lipofilicas. Aquellos con altos pesos moleculares son
generalmente insolubles en agua, siendo su afinidad para absorberse en las superficies de las

particulas suspendidas en el aire y en el agua muy elevada. Su log K,,, suele ser superior a 5.

Tabla 1.2. Propiedades fisico-quimicas de HAPs

PM PF PE H Lo
HAP PC  CAS Pv(mmHg) Sol (mg/L) , J
(g/mol) c (o (atmxm®/mol) Kow
Acenafteno NE 83299 154,21 95 96,2 4,47x10° 1,93 7,91x10-5 3,98
Acenaftileno NE  208-96-8 152,2 92 270 0,029 (20°C) 3,93 1,45x10-3 4,07
Antraceno 3 120-12-7 178,2 218 342 1,7x10-5(25°C) 0,76 1,77x10-5 4,45
Benzo(a)antraceno 2A/B2  56-55-3 228,29 159 400  2,2x10-8(20°C) 0,01 1,x10-6 5,61
Benzo(a)pireno 2A/B2  50-32-8 252,3 179 311 5,6x10-9 2,3x10-3 4,9x10-7 6,06
Benzo(e)pireno 192-97-2 252,3 179 311 57x10-9(25°)  6,3x10-3 (25°C) - -
Benzo(b)fluoranteno 2B/B2  205-99-2 252,3 168,3 - 5x107 (20-25 °) 0,0012 1,22x10-5 6,04
Benzo(j)fluoranteno 205-82-3 252,3 166 - 1,5x10-8 6'(7265*33'3 1x10° 612
Benzo(k)fluoranteno 2B 207-08-9 252,3 2157 480  9,59x10-11 (25°)  7,6x10-4 (25°C) 3,87x10-5 6,06
. . 1,03x10-10 .
Benzo(g,h,i)perileno 3 1912422 276,34 273 550 250 2,6x10-4 (25°C) 1,44x10-7 65
Criseno 3/B2  218-01-9 228,33 256 448  6,3x10-7 (25°C) 2,8x10-3 1,05x10-6 5,56
Dibenzo(a,h)antraceno 2A/B2  53-70-3 278,35 262 - 1x10™°(20°C) 5x10™ 7,3x10-8 6,84
Fenantreno 3 85-01-8 178,2 100 340  6,8x10-4 (25°C) 1,2 2,56x10-5 4,45
Fluoranteno NE  206-44-0 202,26 11 375 5x10° (25°C) 0,26 6,5x10-6 4,9
Fluoreno NE 86737 166,2 117 295 3,2x10-4 (20°C) 1,98 1x10°* 4,18
Indeno(1,2,3-c,d) .
. 2B/B2  193-39-5 276,3 163,6 530 1x10° (20°C) 0,062 6,95x10-8 6,58
pireno
. 129-00-
Pireno 3 00 202,3 156 404  2,5x10-6 (25°C) 0,077 1,14x10-5 4,88
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1.6.1. Fendmenos de fluorescencia

La mayoria de los HAPs son compuestos fluordforos, es decir presentan fluorescencia.
La emisién luminiscente va a depender de la estructura molecular del compuesto. En concreto,
en el caso de los HAPs, esta propiedad es debida a la rigidez que les confiere la estructura
aromatica, con electrones © deslocalizados y distribuidos a través de toda la molécula. Este
sistema conjugado de orbitales ® proporciona una estructura molecular que les hace
guimicamente estables. Los HAPs absorben luz ultravioleta y al emitirla producen un espectro
de fluorescencia caracteristico de cada compuesto que puede ser empleado para identificarlos

con ayuda de un detector fluorimétrico [62].

La fluorescencia es un proceso de emision en el cual las moléculas son excitadas por la
absorcién de radiacidon electromagnética. Las especies excitadas se relajan al estado
fundamental, liberando su exceso de energia en forma de fotones. Este proceso se produce
porque las moléculas tienen diferentes estados llamados niveles de energia donde los
electrones se encuentran ocupando dichos niveles. En fluorescencia estos niveles se refieren a
estados vibracionales y electrénicos. Las moléculas que presentan fluorescencia tendran un
estado electrdnico basal (Sp), o estado de baja energia, y un estado electronico excitado de
mayor energia (S;). Dentro de cada uno de estos estados electrénicos hay diferentes estados
vibracionales [63]. Un esquema de lo anteriormente expuesto puede consultarse a través de la
Figura 1.4. El diagrama representado se denomina diagrama de Jablonski e ilustra los estados
electrénicos de una molécula y las transiciones que se pueden producir entre estos estados

[64].
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Figura 1.4. Diagrama de Jablosnki [64]

Cuando una molécula absorbe un fotén con energia (hv) de excitacidon, uno de sus
electrones m salta a un nivel de mayor energia y la molécula se dice que se ha promovido
desde un estado basal Sy a un estado singlete S; superior. Normalmente el tiempo de vida
media de una especie excitada es breve porque existen mecanismos de liberacion de energia
gue hacen retornar al estado fundamental. Las colisiones con otras moléculas causan que la
molécula excitada pierda energia vibracional hasta que alcanza el estado vibracional mas bajo
del estado electrénico excitado. En este caso se habla de relajacion vibracional, sefalada por
las flechas onduladas cortas de la Figura 1.4, entre los niveles de energia vibracionales. La
molécula desciende luego a uno de los distintos niveles de vibracion del estado electrénico
basal, emitiendo un fotdén en el proceso, es decir, el electron vuelve de este estado excitado al
estado basal. Dicho fotén, con menor energia, es decir, con mayor longitud de onda, es

entonces emitido, siendo este proceso conocido como fluorescencia de emisiéon o
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fotoluminiscencia [65], representado por las flechas continuas de color verde del diagrama de

Jablonski de la Figura 1.4.

La fluorescencia esta limitada, por tanto, a un numero relativamente pequefio de
sistemas que incorporan caracteristicas estructurales que hacen que la velocidad de los
procesos de desactivacién sin radiacion se reduzca hasta el punto que la reaccién de emisiéon
pueda competir cinéticamente produciendo dicha emision. A esto hay que afadir que tanto las
longitudes de onda de excitacion como las de emisidon son caracteristicas de cada molécula,

por lo que se puede concluir que la fluorescencia es un proceso muy particular.

La fluorescencia mas intensa la presentan los compuestos que contienen grupos
funcionales aromdticos como es el caso de los HAPs, particularmente favorecida en moléculas
gue poseen estructuras rigidas. La eficacia cuantica, es decir, la relacién entre el nimero de
moléculas que emiten fluorescencia respecto al nimero total de moléculas excitadas, es alta,
aumentando ésta con el nimero de anillos y su grado de conjugacién. La sustitucién en un
anillo aromatico causa desplazamientos en la longitud de onda de absorcién maxima. En
general, los HAPs con pocos anillos aromaticos requieren grandes energias de excitacion
(cortas longitudes de onda), mientras que las moléculas de mayor nimero (5 o mas anillos)
requieren menores energias [66]. Por ejemplo, el pireno (Pyr) tiene una gran capacidad de
llevar a cabo el fendmeno de emision de fluorescencia, debido a su alta conjugacién al estar
constituido por cuatro anillos aromaticos fusionados. EI Pyr posee un alto rendimiento

cuantico y un tiempo de vida extendido en el estado excitado [67].

Se puede concluir entonces que, como consecuencia de la especificidad de los
procesos de fluorescencia, los HAPs van a presentar propiedades Unicas para su
determinacién, siendo ésta una de las caracteristicas mas atractivas de los métodos de
fluorescencia, ya que aportan a la metodologia analitica una selectividad y sensibilidad

inherentes al propio método. Las longitudes de onda a las cuales las moléculas son excitadas y
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en las cuales emiten fluorescencia son caracteristicas de cada compuesto. Por ejemplo, en
mezclas que contengan varias estructuras, las diferentes propiedades fluorimétricas de cada

uno de los HAPs podrdan dar una identificacidn preliminar de los compuestos.
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2. LOS HIDROCARBUROS AROMATICOS POLICICLICOS Y SUS

BIOMARCADORES DE EXPOSICION

2.1. IMPORTANCIA DE LOS ESTUDIOS DE BIOVIGILANCIA

Los estudios de biovigilancia, sobre todo de poblaciones humanas que estan
laboralmente expuestas a diferentes agentes, suscitan en la actualidad la atencion vy
dedicacidon de muchos laboratorios y agencias de control, suponiendo un gran esfuerzo de
investigacion en campos tan diversos como la toxicologia, la Quimica Analitica o la
epidemiologia. Es una herramienta de gran utilidad para la proteccidn de la salud frente a la
exposicién de sustancias quimicas que es llevada a cabo a través de un andlisis sistematico de

contaminantes y/o sus metabolitos en muestras bioldgicas.

Para la evaluacion del riesgo es imprescindible conocer la exposicién de la poblacién
general. El conocimiento preciso de las concentraciones de los contaminantes en las matrices
ambientales permite evaluar la exposicién de los diferentes grupos de poblacién y por lo tanto,
estimar el riesgo asociado a su presencia. Sin embargo, la evaluacidon de la exposicion
ambiental externa no es suficiente para valorar el riesgo, ya que la presencia de sustancias
quimicas en estas matrices no implica su absorcién por el organismo ni el desarrollo de efectos
adversos sobre la salud humana. Es por ello necesario introducir un segundo aspecto dentro
de la biovigilancia que evalle la dosis interna de contaminante realmente incorporada en el

organismo [68].

De estos aspectos se encarga la biovigilancia o biomonitorizacién humana (HBM). La
HBM es una herramienta de gran utilidad para la proteccion de la salud frente a la exposicién
de sustancias quimicas que, a través de una metodologia sistematica de recogida de muestras
bioldgicas, su posterior determinacidon y la de sus metabolitos, o la de otros parametros

biolégicos, compara los niveles observados con valores de referencia. De esta forma, evalla la
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exposicion a las sustancias presentes en el medio ambiente, permitiendo determinar su

potencial riesgo para la salud [69].

La Figura 2.1 muestra un esquema de lo anteriormente expuesto, afiadiendo la
importancia del desarrollo de métodos analiticos adecuados que determinen

cuantitativamente esta exposicion.

EXPOSICION EXTERNA DOSIS INTERNA
Desarrollo de
Alimentos stod Orina
| | mé ’o. 0s Ly
Agua analiticos Sangre
Aire (cromatografla, pelo
absorcion
EVALUACION
EVALUACION DE LA EXPOSICION DEL RIESGO
MONITORING BIOMONITORIZACION HUMANA

Figura 2.1. Esquema de la biovigilancia y su importancia en la Quimica Analitica [70]

Gracias a estos estudios se puede medir la concentracion de multitud de sustancias a
través del analisis en fluidos o tejidos humanos como la sangre, el cabello o la orina. Por otro
lado, considera las rutas de exposicidon asi como todas las fuentes que pueden suponer un
riesgo, estudiando con ello las posibles rutas metabdlicas y toxicoldgicas de las sustancias que

pueden ser susceptibles de provocar un riesgo.

Los datos asi obtenidos proporcionan una medida integrada de la exposicidon de la
poblacidn procedente del conjunto de todas las fuentes de contaminacidn y tiene en cuenta
todas las rutas de exposicion y entrada al organismo (inhalacién, ingestidn, absorcién
dérmica). Es indispensable seleccionar correctamente la matriz bioldgica, los biomarcadores

mas adecuados para cada tipo de sustancia estudiada, asi como de disponer de métodos
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analiticos fiables y sensibles, aplicados bajo estrictos protocolos de calidad disponiendo

ademds de referencias para la interpretacion de los correctos resultados [5].

De esta forma, identificando y cuantificando el grado de exposicion al riesgo concreto,
se pueden llegar a tomar medidas y decisiones que reduzcan el contacto con este tipo de
sustancias, minimizando sus consecuencias perjudiciales y sus posibles efectos nocivos para la

salud.

2.1.1. Matrices bioldgicas

Las matrices bioldgicas consideradas deben ser facilmente accesibles y en cantidad
suficiente para realizar los andlisis y por supuesto, sin suponer un riesgo para la salud de los
individuos, es decir, intentar que la toma de muestra sea lo menos invasiva posible. En los
estudios de HBM se emplean principalmente como matrices bioldgicas la orina y la sangre.
Muchas sustancias lipofilicas persisten en la sangre, tanto en el suero como en el plasma. La
sangre estd en contacto con todos los tejidos, lo que permite determinar la presencia de
contaminantes en este medio manteniendo una muy buena correlaciéon entre los niveles
observados y su exposicidn. Sin embargo, la recogida de esta matriz es invasiva por lo que
puede condicionar la participacion de voluntarios en el estudio. Ademas, se necesita personal
especializado para su recogida, siendo una matriz compleja en el que los bajos niveles pueden

necesitar un esfuerzo de metodologia analitica adicional.

La orina permite el analisis de contaminantes hidrofilicos que se excretan y pueden ser
recogidos facilmente de manera no invasiva, ademas se pueden recoger volimenes mayores

de muestra.

Otras matrices como la leche materna, la saliva, el pelo o las uiias han sido propuestas
con nuevas metodologias para relacionar las concentraciones dispuestas con la exposicion

recibida. La aplicabilidad de estas matrices estd mas limitada, ya que no existen
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procedimientos estandares que hayan sido evaluados y publicados hasta el momento, no

estando definidos los valores limites de interpretacion de los resultados obtenidos [71].

La determinacidn de sustancias quimicas en fluidos humanos comenzé a utilizarse en
medicina ocupacional para la proteccion de la salud de los trabajadores expuestos. Entre los
primeros estudios cabe citar la determinacion de plomo en 1933 [72] o la de los metabolitos
del benceno en 1936 [73]. Esto generd un problema analitico, ya que las bajas concentraciones
en sangre y orina de las sustancias buscadas requerian técnicas cuyos limites de deteccion

estuvieran acordes a los niveles buscados.

2.1.2. Eleccion del biomarcador

Otro aspecto del que debe encargase la HBM es la eleccion del biomarcador mas
adecuado a cada sustancia en estudio. Deber ser el elemento representativo del grupo
general, presentando una correlacidn directa entre la exposicién que se pretende evaluar y su
concentracion. Del biomarcador va a depender el disefio de la metodologia analitica e
interpretacién de los resultados. Ha de ser lo mds representativo y especifico posible de la
sustancia inicial, siendo sus niveles en la matriz de estudio detectables con un resultado fiable

y adecuado a los niveles de corte buscados.

En la actualidad, entre los analitos de interés en los estudios de biovigilancia destacan
los metales (As, Cd, Hg, Pb), plaguicidas, los retardantes de fuego bromados, los ftalatos,

compuestos perfluorados, los fenoles o los HAPs.

El control de la exposicién de los HAPs se realiza basicamente en orina mediante el
control de los metabolitos hidroxilados que se eliminan en unos pocos dias tras la exposicion
en su forma libre [33]. De una manera fiable y especifica se han determinado en orina el
10HPyr, hidroxifenantrenos (OHPhe) o el 1,2-hidroxinaftaleno, entre otros. La determinacién

del 3-hidroxibenzo[a]pireno (30HB[a]Pyr) en orina es un gran progreso ya que esta sustancia
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presenta un alto grado de potencial carcinogénico, de ahi la importancia de su determinacion.
Sin embargo, no estd claro que de momento, sea el biomarcador adecuado para los analisis de

rutina [5, 33].

2.1.3. Bioindicadores de dosis bioldgica

Los bioindicadores de dosis biolégica son los que indican la cantidad de sustancia que
actua sobre los sitios bioldgicos significativos, es decir, seran los pardmetros que permitan
evaluar la exposicion y los efectos bioquimicos y bioldgicos de estas sustancias, una vez

integrados al organismo.

Las sustancias mutagénicas o carcinogénicas se unen a las macromoléculas,
especialmente proteinas, ARN o ADN. Esto es debido a que las sustancias electrofilicas
reaccionan con los sitios nucleofilicos de dichas macromoléculas formando aductos. La unién
entre este aducto con el ADN es una etapa critica de la carcinogéneis quimica y la
determinacion de estos compuestos puede ser util como bioindicador precoz para la
determinacion de cancer [32]. Sin embargo, la determinacion cuantitativa del aducto con ADN
no es sencilla debido a las pequefias concentraciones de estos compuestos, a la eficiencia de
los mecanismos bioldgicos de reparacién y a la dilucién de los aductos debido a la divisién
celular. Para este tipo de marcadores, se emplea la hemoglobina y la albumina principalmente.
La hemoglobina es una proteina utilizada en estas técnicas con una vida media de unos 120
dias, pudiendo servir como indicador de exposicién a agentes mutagénicos durante este
periodo. El otro indicador empleado seria la albimina, proteina sintetizada en el higado con
una vida media de unos 20-25 dias y que sirve como transportadora de muchos compuestos

lipofilicos [5].
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2.1.4. Metodologia analitica

Los métodos analiticos empleados deben ser elaborados y optimizados para
determinar estas sustancias de una manera sensible y especifica en las matrices bioldgicas
complejas. Estos métodos deben ser desarrollados bajo condiciones de calidad asegurando la
reproducibilidad y fiabilidad de los resultados obtenidos. Por otra parte, los estudios de
biovigilancia o epidemiolégicos llevan a cabo el andlisis de numerosas muestras, por lo que la
optimizacion de los recursos econdmicos, materiales y de personal debe tenerse muy en

cuenta en la eleccion del procedimiento analitico y la instrumentacion necesaria para ello.

La tendencia actual de la metodologia analitica tiene en cuenta las limitaciones
inherentes a las muestras presentadas en un estudio de biovigilancia. Es importante resaltar
gue las matrices bioldgicas presentan una elevada complejidad, no son faciles de conseguir,
estando disponibles en pequeiia cantidad. Los analitos estan presentes en dichas matrices a
nivel de traza (ppb, ppt), mientras que el resto de componentes de la matriz puede interferir

en el andlisis.

Para llevar a cabo estos estudios se necesita metodologia analitica sensible, con alta
especificidad y selectividad, pudiendo asumir el analisis de un gran nimero de sustancias [68,

74].

Durante los ultimos afios se han desarrollado numerosos métodos, entre los mas
recientes se encuentran las técnicas analiticas mas avanzadas, como la espectrometria de

emisiéon con fuente de plasma acoplada a la espectrometria de masas (IPC-MS) o la

cromatografia de gases (GC), o liquidos (LC), acoplada a la espectrometria de masas en tdndem

(CG-MS/MS, LC-MS/MS) [75].

Los métodos analiticos tienden a ser multidimensionales para dar cabida al analisis de

un gran numero de componentes que deben ser analizados en estas matrices, necesitando
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métodos rapidos y sensibles, empleando para ello la instrumentacion adecuada. Para la
deteccién y posterior cuantificacién de los distintos analitos, la técnica HPLC (cromatografia de
liqguidos de alta eficacia) acoplada a MS es la mas utilizada, aunque también se emplea la
GC/MS, en muchas ocasiones precedida de una derivatizacion de las sustancias para modificar
su volatilidad. La cromatografia provee de un gran poder de separacién y resolucidn, lo que la
hace ideal para el analisis de matrices complejas. El nimero de aplicaciones de esta técnica es
muy numeroso. La cromatografia combinada con un detector de MS amplia la aplicabilidad

mejorando la identificacidén de los compuestos [76].

Cada una de las etapas implicadas en el andlisis (preparacién de la muestra, andlisis
instrumental y tratamiento de los datos), es relevante para una correcta deteccién vy

cuantificacion de los analitos y por tanto para la obtencidn de resultados fiables.

Una de las técnicas de extraccién y purificacién mas utilizada es la extraccidn en fase
solida (SPE). La tendencia se centra en desarrollar nuevos métodos que permitan una elevada
productividad, con una mayor automatizacién, empleando para ello soportes selectivos que

permitan la inyeccion directa y repetida de las muestras bioldgicas [77].

La tendencia actual en el desarrollo de métodos analiticos serd aquella que incida en la
rapida preparacion de la muestra con una minima manipulacién de la misma y con el menor
uso de disolventes y menor cantidad de muestra posible, destacando aquellas en las que la
preparacion y limpieza se den en un solo paso. Por otra parte, la automatizaciéon de los
procedimientos, asi como la miniaturizacién del equipamiento utilizado, estan en las lineas
prioritarias de investigacion en este terreno, haciendo andlisis mas rapidos, con menores

costes econdmicos y resultando mas cuidadosos con el medio ambiente [78, 79].
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2.1.5. Valores de referencia

La importancia de los estudios de biovigilancia es esencial para evaluar y determinar
los bioindicadores de exposicidn a los contaminantes ambientales mas adecuados, obteniendo
de ellos conclusiones y datos sobre niveles de poblacion de referencia asi como su tendencia
en funcidn de los diferentes factores de exposicidn, para asi poder caracterizar la exposicién de
un determinado contaminante en una poblacidén particular. Estos estudios son muy
heterogéneos en cuanto al contexto en el que se realizan, criterios de inclusién, condiciones de
muestreo, tipos de compuestos analizados, unidades utilizadas para expresar la concentracién,
metodologia analitica y limites de deteccién. Esto hace que sea dificil comparar niveles. La
dificultad de brindar valores de referencia a las conclusiones extraidas de estos estudios hace
introducir el término de niveles basales. Estos valores no representan valores toxicoldgicos,
sino valores que habrd que tener en cuenta para minimizar los riesgos que estas
concentraciones pueden tener sobre una determinada parte de la poblacion. Es imprescindible
para la correcta obtencién e interpretacion de los datos obtenidos, el conocimiento y la
descripcidon meticulosa de todos los factores capaces de introducir variables tales como el tipo

de poblacidn, su entorno o la metodologia utilizada.

Estos valores permiten evaluar variaciones geograficas o tendencias temporales,
determinar si los niveles de exposicion son altos en grupos especificos, priorizar las
investigaciones en los efectos sobre la salud humana, y evaluar la eficacia de las medidas

programadas.

Por ejemplo, la composicién de la mezcla de HAPs es distinta dependiendo del
ambiente de trabajo donde se esté considerando el estudio o de si la poblacion es fumadora o
no. La cantidad de Pyr presente en las mezclas de hidrocarburos es relativamente constante,

pero puede variar dependiendo del lugar de trabajo y del individuo, por lo que no se puede
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establecer un limite de exposicién para todas las industrias y para todos los trabajadores, ya

que va a depender de diversos factores.

Lo que si es constante es la cantidad de 10HPyr excretado tras la exposicion a los
HAPs. Teniendo esto en cuenta, se establecen niveles basales del 10HPyr excretado para
distintos grupos de poblacién. Por ejemplo, Jongeneelen et al [80], fijaron valores para una
poblacién no ocupacional en 0,24 um/mol en creatinina para no fumadores, subiendo este
valor a 0,76 um/mol en creatinina en fumadores. El nivel mas bajo encontrado en trabajadores
se fija en 1,4 um/mol en creatinina, considerando éste como nivel no genotdxico. En
trabajadores de horno de carbdn y de produccidon de aluminio estos valores se encuentran

entre 2,3-4,9 um/mol en creatinina.

2.1.6. Programas de HBM

Actualmente muchos gobiernos han implementado programas de HBM que evallan

los niveles de diferentes biomarcadores en la poblacidn.

Hasta la fecha se han dado a conocer tres informes realizados en EEUU por los Centros
de Control y Prevencién de Enfermedades (CDC), que coordinan los “Informes sobre
Exposicion Humana a Agentes Quimicos Ambientales” sobre la exposicion de la poblacién
estadounidense a ciertos compuestos quimicos utilizando la biomonitorizacién. Estos informes
se afiaden a un amplio conjunto de estudios realizados en EEUU en décadas recientes; por
ejemplo, la serie de las Encuestas Nacionales de Salud y Nutricion (NHANES I, Il y lll). En
muchos casos estos estudios han dado lugar a estudios de seguimiento (CDC, NHANES, HESI)

[81-83].

En Alemania se han publicado tres informes, coordinados por la Agencia Federal
Ambiental (1985/86, 1991/92 y 1998). El ultimo es el de la Encuesta de Medio Ambiente

Alemana (GerES Ill): “Umwelt-Survey 1998, Band lll: Human Biomonitoring”, publicado en
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2002. Contiene estudios representativos de la poblacion general. Su propdsito es determinar la
exposicion de la poblacién alemana a contaminantes ambientales. El objetivo principal del Ger
ES es generar, mantener al dia y evaluar los datos representativos para facilitar la observacién

de la salud ambiental y mostrar la informacién en el ambito nacional [84].

En Canadd destacan el Programa de Evaluacién y Monitoreo del Artico (AMAP) [85] y
las Encuestas sobre Medidas de Salud Canadienses (CHMS) encargados de recoger informacion
relevante para detectar enfermedades crénicas e infecciosas, nutricion y marcadores de
entorno [86]. De igual forma, la funcion principal de AMAP es aconsejar en temas relacionados
con la amenaza por la contaminaciéon en el Artico y, de este modo, estar en condiciones de
promover politicas de prevencién y vigilancia de la contaminacién en la zona. Asi, AMAP se
encarga de medir y determinar los efectos de contaminantes de origen antropogénico en
todos los compartimentos del Artico, documentar las vias de entrada de dichos
contaminantes, examinar su impacto y aconsejar a los paises para la mejora de las condiciones

de la zona.

Recientemente en Espafia se han realizado varios proyectos con este fin. El proyecto
DEMOSCOPHES (http://www.eu-hbm.info/democophes) y el proyecto BIOAMBIENT.ES El
proyecto DEMOSCOPHES es un proyecto de investigacion internacional del que Espafia forma
parte, que trata sobre el medio ambiente y la salud y que se esta realizando con parejas de
nifios en edad escolar (entre 6 y 11 afos) y sus respectivas madres, tanto en zona rural como
urbana. En este proyecto se estd evaluando la exposicion a sustancias potencialmente todxicas
gue estan presentes en el medio ambiente. Las mediciones se realizan en orina y cabello. En
las muestras de cabello se mide Hg y en la orina se mide cotinina (exposicidon al humo de
tabaco), Cd (presente en pilas y tabaco), ftalatos y bisfenol A (compuestos plasticos). La
realizaciéon de estos estudios a nivel europeo permitird adquirir conocimientos sobre los

impactos ambientales.
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Desde el afio 2007, el Centro Nacional de Sanidad Ambiental (Instituto de Salud Carlos
Ill) responsable de DEMOCOPHES en Espafia, desarrolla el proyecto BIOAMBIENT.ES.

(http://democophes.blogs.isciii.es/2012/04/04/bioambient-es/).

BIOAMBIENT.ES es el primer proyecto a escala nacional cuyo muestreo cubre todas las
areas geograficas, sexo y sectores profesionales con el fin de obtener una muestra
representativa de la poblacién activa espafiola. El reclutamiento de los participantes se llevo a
cabo a través de los chequeos médicos ocupacionales anuales en varios Centros de Salud entre
marzo de 2009 y julio de 2010. Constaba de un cuestionario epidemiolégico para la adquisicién
de informacion socio-demografica, medioambiental y exposicion relacionada con el estilo de
vida. Las matrices analizadas fueron orina y sangre para los distintos contaminantes.
BIOAMBIENT.ES analizd los niveles de la siguientes sustancias: retardantes de llama bromados,
cotinina, metales (Cd, Pb, Hg) [87], plaguicidas organoclorados, (PCB) y metabolitos de los

HAPs [88].

Esta encuesta se realizd para generar valores de referencia de la exposicién quimica
(PCB, Pb, y Hg) y confirmd por ejemplo, altos niveles de mercurio atribuibles al consumo de
pescado. Esta informacion puede ser utilizada para establecer valores de referencia vy
eventualmente para la evaluacion de las deficiencias en las politicas medioambientales y de
salud. Un folleto de informacién incluye niveles individuales de los resultados de cada

participante, asi como la informacién general de cada sustancia toxica [89].

Dentro del programa BIOAMBIENTS.ES se llevé a cabo el estudio “Urinary polycyclic
aromatic hydrocarbon metabolites levels in a representative sample of the Spanish adult
population: The BIOAMBIENT.ES Project” [90], que se encargd de los derivados hidroxilados de
los HAPs. Los marcadores bioldgicos escogidos fueron el 10HPyr, 1-2-,3-,4- y 9- OHPhe vy el
30HBI[a]Pyr. Acorde con lo visto hasta el momento, el estudio encuentra una significativa

influencia en el consumo del tabaco dentro de los niveles de HAPs detectados en orina, en el
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uso de calefacciones domésticas y en el indice de masa corporal. La distribucién geografica
también tiene una preponderancia, midiendo mayores niveles en el noroeste que en el sur o
este de Espafia, explicado por la diferencia de climatologia y en la diferencia de habitos
alimenticios, alto consumo de dulces, legumbres y huevos, que parece ser, que estan
asociados a un elevado nivel de OHPhe en orina. Los valores de 10HPyr medios se

encontraban en el rango de 0,12-0,67 ug/g en creatinina.

La reciente implantacién de los paises europeos deriva de la necesidad de una
estrategia europea sobre medio ambiente y salud, en la que se incentivan estos estudios,
adoptando los programas de HBM como herramienta eficaz para calcular el riesgo. Asi la HBM
ha demostrado ser una herramienta de gran utilidad para la proteccién de la salud humanay la
prevencion de enfermedades ambientales, proporcionando una medida util de la exposicidn a

los contaminantes en el ser humano.

Se pretende con ello englobar a nivel europeo los estudios de HBM. Los objetivos de
este proyecto piloto son establecer valores y rangos de referencia para la poblacién general de
diferentes agentes quimicos, identificar variaciones geogréficas en los niveles de exposicion,
determinar la prevalencia en la poblacidn de niveles por encima de los valores de referencia en
la poblacién o que puedan suponer riesgo para la salud, identificar subpoblaciones que
presenten valores mas altos, evaluar la efectividad de medidas de intervencidn desarrolladas
para reducir la exposicién de la poblacion a agentes quimicos especificos y establecer

prioridades para la investigacidon de los efectos sobre la salud de determinadas sustancias.

La evaluacién de la presencia de biomarcadores de exposicion a contaminantes
ambientales es esencial para poder tomar medidas en politicas de salud y medioambiente que
ayuden a prevenir su exposicion y posterior desarrollo de enfermedades derivadas de la
exposicion a estos contaminantes, desarrollando leyes encaminadas a la reduccion de Ia

contaminacién por productos quimicos.
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2.1.7. Valores de referencia para los HAPs

Los HAPs son considerados por la IARC como carcinogénicos [14], por tanto, cualquier
exposicién a estas sustancias, debe ser evitado en la medida de lo posible. Los individuos que,
debido a su trabajo, (plantas de coque, pavimentacion de carreteras, impregnacion de madera,
fundicién de aluminio) estan en contacto directo con dichos productos, ven incrementada la
posibilidad de sufrir efectos adversos sobre su salud, por lo que es importante determinar el

grado de exposicidn que sufren a lo largo de su jornada laboral.

Se hace por tanto necesaria una legislacién que marque limites asumibles de presencia
de estos compuestos con evidentes propiedades genotdxicas y cancerigenas debido tanto a su
ubicuidad en el medio ambiente como a su diversa exposicién por las diferentes vias. Estas
sustancias deben ser consideradas contaminantes emergentes prioritarios y su exposicion

debe ser controlada y mantenida a bajos niveles.

En el contexto de las legislaciones y agencias dedicadas a la proteccién de la salud y el
medio ambiente, que rigen tanto la emisién como la presencia en alimentos, agua, aire y
suelo, cabe destacar el Plan Nacional de Aplicacién del Convenio de Estocolmo y el Reglamento

850/2004 sobre compuestos organicos persistentes (COPs) [91].

El Convenio de Estocolmo sobre COPs es un instrumento juridicamente vinculante que
establece la prohibicién, restricciones de uso y las medidas a tomar para minimizar las

emisiones (anexo Ill en el que estan incluidos los HAPs).

Por otro lado los HAPs se encuentran sujetos a reduccién de emisiones por el
Reglamento 850/2004 donde se enumeran, de forma no exclusiva y como indicadores de esta
familia, el B[a]Pyr, benzo[b]fluoranteno, benzo[k]fluoranteno e indeno [1,2,3-c,d]pireno. Estos
compuestos no tienen usos intencionales conocidos pero pueden ser productos intermedios y

subproductos no intencionales en diversos procesos como: combustién, fabricacion de
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productos fitosanitarios o de uso industrial (pigmentos, colorantes, polimeros), negro de humo
(usado como aditivo de carga, estabilizante o pigmento en polimero), componentes biocidas
en el alquitrdn (creosota) para la conservacién de la madera o el asfalto. La ORDEN
PRE/2666/2002 establece restricciones de comercializacion y uso tanto de la creosota como

para los productos que la contengan.

La informacién de la que se tiene conocimiento en este Convenio sobre emisiones de
HAPs es abundante pero incompleta, ya que aporta poca informacion respecto a niveles de
emisién, lo que hace imposible la comparacidon cuantitativa directa. Se necesitara, en un
futuro, un consenso sobre cudl debe ser el indicador adecuado para referir las emisiones de
HAPs y cuales sus niveles. Lo que si aporta son diversas medidas encaminadas a evitar las
emisiones no intencionales de HAPs mediante la sustitucién de los procesos que dan lugar a su
formacidn. Entre estas medidas, por ejemplo, estaria la modificacién de las instalaciones
mejorando el sellado de puntos de emisién, emplazando adecuados sistemas de recogidas de
gases, tratamiento bioldgico de las aguas contaminadas o filtros, o la sustituciéon de las

calefacciones por combustible de carbdn y madera por calderas mds modernas.

La EPA clasifica 16 de los HAPs como prioritarios y fija normas y criterios para la
realizacion del muestro y métodos de andlisis [6]. Estos son el naftaleno, acenafteno,
acenaftileno, fluoreno, fenantreno, antraceno, fluoranteno, Pyr, criseno, benzo[a]antraceno,
benzo[blfluoraneno, benzo[klfluoranteno, B[a]Pyr, dibenzo[a,h]antraceno, indeno[1,2,3-
c,d]pireno, y el benzo[g,h,i]perileno. La EPA también determina como probables carcindgenos
en seres humanos el B[a]A, el B[a]Pyr, el benzo[b]fluoranteo, el benzo[k]fluoranteno, el
criseno, el dibenzo[a,h]antraceno y el indenol[1,2,3-c,d]pireno. Ademas incluye como no
clasificables como carcindgenos en seres humanos los siguientes HAPS: acenaftileno,
antraceno, benzo[g,h,i]perileno, fluoranteo, fluoreno, fenantreno y pireno. El acenafteno no

ha sido clasificado segun sus efectos cancerigenos.
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La EPA ha indicado que no es probable que la ingestion o absorcidn diaria de las
siguientes cantidades cause efectos dafiinos en la salud: 0,06 mg de acenafteno, 0,04 mg de
fluoranteo, 0,04 mg de fluoreno y 0,03 mg por kg de peso corporal de una persona adulta. El
nivel real de exposicién se presenta por la inhalacién activa o pasiva de los compuestos
presentes en el humo de tabaco, el producido al quemar madera y en el aire contaminado.
Puede presentarse por contacto con la piel con el agua, hollin, alquitran y suelos
contaminados. Se ha calculado que la exposicidén total en la poblacion de EEUU sea de 3 mg

por dia.

Por lo tanto, el gobierno de EEUU ha establecido normas y guias regulatorias para

proteger a las personas contra los posibles efectos de salud causados por los HAPs.

Por citar algunos valores de referencia, por ejemplo, en el aire de areas rurales los
niveles oscilan entre los 0,02-1,2 ng/m?, mientras que en &rea urbanas éstos niveles oscilan
entre los 0,15-19,3 ng/m3. Los niveles de referencia de HAPs en agua potable oscilan entre los

4y 24 ng/L. El nivel en la dieta tipica de EEUU es menor de 2 ug/kg HAPs en alimentos.

El Instituto Nacional para la Seguridad y Salud Ocupacional (NIOSH) de EEUU,
establecié un limite de exposicidn ocupacional recomendado y un promedio ponderado de
tiempo para los productos de alquitran de hulla de 0,1 mg de HAPs por metro cubico de aire en

una jornada laboral de 10 horas, durante una semana de trabajo de 40 horas.

La Organizacién Mundial de la Salud (WHO) sefiala el tabaco como la primera causa
mundial de muerte por cancer y dedica una monografia a los HAPs. Afiade 17 HAPs mas a la
lista de la EPA, haciendo un total de 33 HAPs prioritarios, estos son: antranteno,
benzo[l]fluoranteno, benzo(g,h,ilfluoranteno, benzo[a]fluoreno, benzo[b]fluoreno,
benzo[c]fenantreno, benzo[e]pireno, coronene, ciclopenta[cd]pireno, dibenzo[a,h]antraceno,
dibenzola,e]pireno, dibenzo[a,h]pireno, dibenzo[a,i]pireno, dibenzol[a,l] pireno, 5-metilcriseno,

1-metifenantreno y perileno [37].
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Por su parte, la Agencia para Sustancias Toxicas y el Registro de Enfermedades
(ATSDR), agencia estadounidense responsable de prevenir o reducir los efectos nocivos de la
exposicién a sustancias peligrosas para la salud y calidad de la vida humana [25], elabora una
lista de 17 compuestos del grupo de los HAPs en funcién de 4 factores: el volumen de
informacidn existente sobre ellos, su mayor toxicidad, mayor riesgo de exposicidon y mayores
concentraciones encontradas en los lugares sefialados como especialmente contaminados.
Estos 17 compuestos coinciden con los 16 de la EPA exceptuando el naftaleno e incluyendo por

el contrario el benzo[e]pireno y el benzo[j]fluoranteno.

A nivel Europeo, la regulacién de la presencia de HAPs en el aire comienza a ser
considerada por la Comunidad Europea (CE) en la Directiva 96/62/CE del Consejo del 27 de
Septiembre de 1996 sobre evaluacion y gestion de la calidad del aire ambiente. En esta
directiva se exige a la Comisidn de la Unidn Europea la presentacion de propuestas de
regulacién de una serie de contaminantes, incluidos los HAPs, debido a su potencial

cancerigeno.

La Directiva 2004/107/CE del Parlamento Europeo y del Consejo del 15 de Diciembre
de 2004 relativa al As, Cd, Hg, Ni y HAPs en el aire, establece una concentracién maxima de
B[a]Pyr de 1 ng/m’, y sefiala al B[a]Pyr como indicador de la actividad cancerigena del grupo.
Ademas, los estados miembros deben controlar otros HAPs relevantes para evaluar la
contribucion total. Se establecen también criterios de muestro y métodos de analisis [92]. Esta
Directiva esta adaptada al Real Decreto 102/2011, de 28 de enero, relativo a la mejora de la

calidad del aire [93].

La Directiva 80/778/CEE del Consejo del 15 de julio de 1980 relativa a la calidad de las
aguas destinadas al consumo humano establece un valor maximo de 0,2 ug/L de HAPs,
tomando como sustancias de referencia el fluoranteno, benzo[b]fluoranteno,

benzo[k]fluoranteno, B[a]Pyr, benzo[g,h,i]perileno e indeno [1,2,3,c-d]pireno.
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En Espafia, el Real Decreto R.D. 1138/1990 del 14 de Septiembre aprueba la
reglamentacién técnico-sanitaria para el abastecimiento y control de calidad de aguas potables

de consumo publico adoptando el mismo valor limite que en la directiva 80/778/CEE.

La Directiva 98/83/CE del Consejo de 3 de Noviembre de 1998 sobre la calidad de
aguas destinadas al consumo humano actualiza el criterio estableciendo un nivel maximo de
0,1 ug/L de HAPs entendidos como la suma de benzo[b]fluoranteno, benzo[k]fluoranteno,
benzo[g,h,i]perileno e indeno[1,2,3-cd]pireno, y un valor mas restrictivo de 0,01 pg/L para el

B[a]Pyr.

La legislacidon establecida por el Reglamento (UE) 835/2011, en lo que respecta al
contenido maximo de HAPs en los productos alimenticios, concretamente fija como marcador
de los HAPs al B[a]Pyr junto al B[a]A, benzo[b]fluoranteo y criseno. Este sistema garantiza el
mantenimiento de los contenidos de HAPs en alimentos a niveles que no conlleven riesgos

para la salud. Los niveles referidos al B[a]Pyr pueden consultarse en la Tabla 2.1 [94].

Tabla 2.1. Contenido de Benzo[a]pireno en alimentos

Contenido maximo
(ng/kg)

peso fresco

Producto alimenticio

Aceites y grasas 2

Carnes ahumadas y productos

. 5.0
carnicos ahumados
Carne de pescado ahumado y 5
productos pesqueros ahumados
Carne de pescado no ahumada 2
Crustdceos y cefaldpodos no 5
ahumados
Moluscos bivalvos 10
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Contenido maximo

Producto alimenticio
(ng/ke)

peso fresco

Alimentos elaborados a base de
cereales y alimentos infantiles
para lactantes y nifios de corta

edad

Preparados para lactantes y
preparados de continuacion,
incluidas la leche para lactantes
y la leche de continuacion

Alimentos dietéticos destinados
a usos médicos especiales
dirigidos especificamente a los
lactantes

Especial mencidn tiene el aceite de orujo debido a la alarma social desencadenada por
una partida retirada de aceite por el Ministerio de Sanidad en Julio de 2001 debido a la
presencia de B[a]Pyr en concentraciones elevadas. En el BOE 178 del 26 de julio de 2001 se
establecen limites de de determinados HAPs en el aceite de orujo de oliva. El maximo tolerable
establecido es de 2 ng/g para cada uno de los siguientes compuestos: B[a]A,
benzo[b]fluoranteno, benzo[k]fluoranteno, B[a]Pyr, benzo[e]pireno, dibenzo[a,h]antraceno,
benzo[g,h,ilperileno e indeno[1,2,3-cd]pireno. En cualquier caso, la suma de las

concentraciones de todos ellos no puede superar los 5 ng/g.

En cuanto a la exposicion laboral, en Espafia, el Real Decreto 665/1997 de 12 de Mayo
sobre la proteccién de los trabajadores, controla los riesgos asociados a la exposicion a
agentes cancerigenos durante el trabajo y establece una serie de normas y medidas de
seguridad e higiene para prevenir la exposicién laboral de los trabajadores a una serie de

sustancias entre las cuales figuran los HAPs presentes en el hollin, alquitrdn o la brea de hulla.
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El Instituto Nacional de Seguridad e Higiene en el Trabajo (INSHT) realiza analisis de

HAPs proponiendo diferentes métodos de analisis para su deteccion [95].

El Reglamento (UE) No 1272/2013 relativo al registro, la evaluacion, la autorizacién y la
restriccion de las sustancias y mezclas quimicas [96] considerando el B[a]Pyr,
benzo[b]fluoranteno, benzo[jlfluoranteno, benzo[k]fluoranteno y dibenzo[a,h]antraceno como
carcindgenos restringiendo la cantidad de estos que puede encontrarse en partes de plastico y
caucho de una gran cantidad de productos, que no se afaden intencionadamente pero que
pueden pasar a formar parte del producto a través de impurezas o de las materias primas
utilizadas en su produccién, ya que pueden suponer un riesgo por inhalacion, ingestién o
adsorcién cutanea. Los limites con respecto al contenido de HAPs en partes accesibles de
plastico o caucho son de 1 mg/kg, estableciéndose un valor inferior a 0,5 mg/kg cuando estos
productos formen parte de juguetes o articulos de puericultura. Este reglamente prevé una
revision de estos limites antes del 27 de diciembre de 2017 a la vista de los posibles nuevos

datos cientificos en los que se incluya la posibilidad de migracién de los HAPs.

La PRTR o Registro Estatal de Emisiones y Fuentes Contaminantes, en su ultima
revisién de octubre de 2013, fija normas y métodos estableciendo unos niveles umbrales de
emision en aire y agua [97]. Estos son: umbral de emision a la atmosfera 50 Kg/afio en agua y

en suelo 5 kg/afio. Estos valores estan basados en el RD 508/2007 de emisidn en estos medios.

Como puede verse, todavia hay mucho camino que recorrer, los limites de deteccién,
los valores umbrales, y los estudios sobre repercusidn tanto en el medio ambiente como en el
ser humano distan mucho de estar solucionados. En muchos casos, los limites de deteccion
suelen estar muy por debajo de las capacidades de deteccidn de la instrumentacidn actual, por
lo que el desarrollo de métodos alternativos permitiendo acceder a dichos niveles es uno de

los campos de investigacion mas interesantes y actuales dentro de la Quimica Analitica.

55



2.2. EL 1-HIDROXIPIRENO COMO PRINCIPAL BIOMARCADOR

El Pyr es un hidrocarburo aromatico policiclico formado por cuatro anillos conjugados
que es rapidamente distribuido, metabolizado y eliminado como 10OHPyr en orina,
representando una fraccién constante, un 90% del total de Pyr excretado [90]. El 10HPyr es un
derivado hidroxilado del pireno, donde un grupo hidroxi- sustituye uno de los carbonos de la
estructura en la posicién 1. Tiene una vida media de 4 a 35 horas decayendo su concentraciéon
a las 48 horas siguientes a la exposicién. Por lo tanto, el 10HPyr puede ser usado para evaluar
la exposicion reciente a HAPs [98]. La estructura quimica del 10HPyr es la mostrada en la

Figura 2.2 siguiente:

OH

Figura 2.2. Estructura del 1-hidroxipireno

Desde 1985, el 10HPyr es considerado un indicador representativo, sensible y fiable de
la exposiciéon de HAPs [99]. Es el metabolito empleado habitualmente en la determinacién de
dicha exposicién ya que existe una relacidn directa entre la exposicién industrial a los HAPs y la
excrecion urinaria del 10HPyr. Los resultados demuestran que la concentracidn de pireno esta
estrechamente relacionada con la suma total de los HAPs [100]. El 10HPyr ha sido, por tanto,
considerado el mejor biomarcador, siendo objeto de numerosos estudios [33, 101-107].

Los HAPs no estdn presentes en el medio de forma individual, sino que forman una
mezcla de hidrocarburos en diferente concentracién. El pireno estd presente de forma mas o
menos constante en las mezclas de estos compuestos y, siendo el 10HPyr su principal y mayor

metabolito, es logico pensar que esta correlacidén directa haga que se pueda relacionar su
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concentracion con los niveles de exposicidén del grupo total de hidrocarburos, tomandose por
tanto, su concentracién como referencia.

Histéricamente, el 10HPyr se ha analizado en orina para cuantificar la exposicién a los
HAPs de los trabajadores industriales, debido al riesgo potencial que supone para la salud su
presencia en el ambiente laboral. En 1987, Jongeneelen et al propusieron un método para
determinar 10HPyr en orina de trabajadores expuestos [108], que ha servido como base para
posteriores estudios, tanto de biovigilancia como de analisis quimico. Jongeneelen empleaba
para la determinacion del 10HPyr un HPLC con detector de fluorescencia, consiguiendo unos
niveles de concentracion del orden de nmol/L.

El 10HPyr ha servido desde entonces, para determinar HAPs entre otras matrices, en
humo de tabaco [102, 109], en la dieta [110, 111] y en aire urbano [112]. Por ejemplo, el Pyr es
uno de los productos mayoritarios en la emisién de HAPs derivados de la combustion del
petréleo o el diesel, siendo una fuente principal de hidrocarburos en el medio urbano, por lo

gue su mayor metabolito se toma como representativo del total de los HAPs [105].

Sin tener un indice biolégico de exposicién establecido, el Comité de la Conferencia
Americana de Higienitas Industriales de EEUU [113], recomienda que este valor no exceda de
0,49 umol 10HPyr/mol de creatinina, lo que seria igual a 0,95 ug/g de creatinina. Este valor

esta basado en los estudios de Jongeneelen publicados en 2004 [114].

Como indicador de dosis interna en poblacién de no fumadores y no expuesta
ocupacionalmente, la Comisién de Biomonitoreo Humano de la Agencia Ambiental de

Alemania Federal establecié un valor de referencia de 0,3 umol 10HPyr/g de creatinina [115].

Los valores de 10HPyr en estudios de biomonitorizacion estan expresados en g
10HPyr/g de creatinina o umol 10HPyr/mol de creatinina para corregir el efecto de la dilucién
de la orina [116]. Este valor representa la concentracion de 10HPyr respecto a la de creatinina

en orina.
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Para la evaluacién de la exposicion humana a estos compuestos, la biomotorizacion es
un proceso esencial en el cual la preparacion de muestra es uno de los pasos mds importantes
dentro del analisis. Es un paso previo que consume una gran cantidad de tiempo y donde es

fundamental no afadir ninguna fuente de error.

Como se ha comentado anteriormente, el control de la exposicidon de los HAPs se
realiza basicamente en orina mediante el control de los metabolitos hidroxilados. Se han
empleado principalmente el 3-hidroxifluoranteno, 2-,3-,9- hidroxifluoreno [117-119], 1-,2-,3-
,4-,9-hidroxifenantreno (OHPhe) [120-125], 10HPyr, 3-OHB[a]Pyr, 1,2 hidroxinaftaleno [5] o el

3-hidroxi[a]pireno [108, 121, 126-130].

La Tabla 2.2 resume tanto los indicadores empleados como los métodos empleados

para su determinacién.

Tabla 2.2. Principales biomarcadores de HAPs

Biomarcador Método de deteccion Referencia
bibliografica

2-,3-,4 OHPhe HPLC-FD [120-125]
CG-MS
3-hidroxifluoranteno HPLC-FD [120, 124]
SPE-CG-MS
1-,9- OHPhe HPLC-FD [120, 124]
CG-MS
1-,2-,3-,4-,9-hidroxifluoreno SPME-GC-MS [117-120, 124]
LC/MS/MS
GC-MS
3-hidroxi[a]pireno HPLC-FD [108, 121, 126-130]
3-hidroxibenzo[a]antraceno HPLC-FD [108, 121, 124, 128]
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Refiriendo FD como Detector de Fluorescencia y SPME como Microextracidon en Fase

Sélida.

Los derivados hidroxilados del fenantreno también se presentan en una gran
proporcién en las mezclas de HAPs, y sus metabolitos aparecen de forma mayoritaria en la
orina. El mayor problema al considerar los derivados OHPhe como biomarcadores, es que la
separacion cromatografica es compleja. Estos compuestos eluyen conjuntamente dificultando
la determinacion de esta familia de manera individual, por lo que su analisis ha de hacerse
considerando la coelucién de los is6meros [120]. El analisis de los isdmeros junto con el

analisis del 10HPyr puede dar una mayor informacién y precisiéon de la exposicién a HAPs.

En la lista de los compuestos de la Tabla 2.2 se han incluido analitos con alto potencial
carcinogénico, por lo que su manipulacién ha de hacerse tomando ciertas precauciones y
medidas de seguridad. Aunque trabajar con el 3-hidroxi[a]pireno o con el compuestos 3-
hidroxibenzo[a]antraceno pueda dar una mayor idea de la dosis biolégica y su asociacién con
la induccién de céncer, no hay que olvidar el riesgo y precaucidn que se han de tomar en el

manejo de esas sustancias.

El 10HPyr es el indicador bioldégico mds utilizado por varios motivos, el primero de
ellos es que el contenido relativo de pireno, comparado con otros HAPs es constante [104],
siendo el metabolito predominante. Este puede ser detectado en una matriz no invasiva como
es la orina, con gran sensibilidad. La conclusién del primer workshop sobre 10HPyr en 1995
concluyé que era éste el mejor metabolito indicado para determinar la exposiciéon ocupacional
sobre HAPs [103]. Hay que afiadir que se puede determinar a bajos niveles, y que la robustez

de los métodos y su larga trayectoria hacen que sea el mas utilizado en los analisis de rutina.

Por lo tanto, se puede concluir que la eleccidon del 10HPyr es adecuada para los analisis
de rutina al no presenta caracteristicas carcinogénicas, por lo que se disminuye el riesgo en la

manipulacion de la muestra. Es un analito sencillo y mayoritario que permite una gran
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sensibilidad. La bibliografia es extensa, pudiendo encontrar gran informacién sobre su
determinacion y sus diferentes metodologias analiticas en diferentes matrices. El analisis de la
muestra es sencillo, siendo por tanto un biomarcador idéneo para determinar los niveles de

exposicion de los HAPs de la poblacién en general.
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3. POLIMEROS DE IMPRESION MOLECULAR

3.1. CONCEPTOS GENERALES

La impresién molecular es una técnica consistente en la formacién de un polimero que
contiene grupos funcionales fijos predeterminados estequiométricamente, que pueden unirse
de manera especifica a una molécula plantilla. Al retirar dicha plantilla, los huecos formados,
complementarios en tamafio, forma y orientacién a esta molécula, quedan disponibles
pudiéndose emplear como sitios de reconocimiento especifico para la plantilla con la que
fueron preparados. Los polimeros asi formados se denominan polimeros de impresién
molecular o MIP y representan una nueva clase de materiales disefiados como receptores

estructurales[131].

Desde su descubrimiento debido a los trabajos de Wulff et al en 1972 [132], se han
realizado numerosos estudios dando lugar a un gran ndmero de publicaciones [27, 133-138].
Esto es debido a que los MIP son sencillos de preparar, no suponen grandes costes y presentan
una alta afinidad y selectividad hacia el analito de interés, por lo que les hace muy adecuados
para analisis de compuestos que se encuentren a baja concentracién o en matrices complejas.
Son ademas insolubles y muy estables tanto térmica como quimicamente. Son muy versatiles,
tanto en sus aplicaciones y numero de analitos para los que pueden ser desarrollados, como
en las diferentes presentaciones pudiendo ser preparados en distintos soportes (perlas,
bloque, peliculas delgadas, membranas...), de acuerdo a las necesidades que proponga la

aplicaciéon [139-141].

Una de estas aplicaciones es su empleo como adsorbente selectivo en procesos de
extraccion en fase sélida para la limpieza y preconcentracion de muestras [142-144], siendo
esta una de las mds importantes y la que mayor interés despierta dentro de la Quimica

Analitica.
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De igual forma, los MIP han sido ampliamente usados como biosensores o sensores
quimicos [145, 146], en catdlisis [147], en electrocromatografia capilar (EC) [148] o como fase
estacionaria en HPLC [149], lo que permite unificar las etapas de limpieza y deteccién de los

analitos, disminuyendo considerablemente los tiempos de analisis.

3.2. SINTESIS

Para la sintesis del MIP se necesita basicamente un mondémero funcional, un
entrecruzante, el iniciador de la polimerizacién, el disolvente y el analito plantilla. De la
eleccién adecuada de estos componentes va a depender la selectividad, constante de afinidad,
capacidad y propiedades fisicas del polimero. Con estos componentes, se va a formar una

estructura polimérica, altamente entrecruzada, alrededor de la plantilla [137].

La sintesis consta de tres etapas. En la primera de ellas se pone en contacto el analito
plantilla con el mondmero funcional adecuado formandose un complejo de prepolimerizacion.
Es importante destacar que las propiedades del polimero obtenido asi como su estabilidad,

dependen, en gran medida, del tipo de enlace formado entre este mondmero y la plantilla.

La segunda etapa consiste en la polimerizacién propiamente dicha. La polimerizacion
se induce afiadiendo el entrecruzante, el iniciador y el disolvente o porégeno. Generalmente
sigue un mecanismo de propagacion radicalico que puede ser inducido tanto térmica como

fotoquimicamente.

Una vez formado el polimero, en la tercera etapa del proceso, se extrae el analito del
interior de la estructura tridimensional constituida, liberando los sitios de reconocimiento
especificos para ese analito. Estas cavidades creadas en la matriz polimérica, como se ha
mencionado con anterioridad, serdn complementarias en tamano, forma y funcionalidad

quimica al analito plantilla. De esta forma, el MIP formado serd capaz de reconocer de forma
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POLIMEROS DE IMPRESION MOLECULAR

selectiva al analito para el cual se ha disefiado cuando vuelva a ponerse en contacto con él

[150].

Se puede seguir el proceso a través de la Figura 3.1 que lo esquematiza [137].

W o
“ ' § J A

S —

Analito

Mondmero

Polimerizacion
Entrecruzante olimerizacio

Iniciador

Extraccidn

Figura 3.1. Esquema del proceso de formacion del polimero de impresion molecular [137]

Por lo tanto, los componentes estructurales basicos con los cuales se forma el

polimero son:

Molde o plantilla

Es el componente al que va dirigido la sintesis del polimero. El analito que va a servir
como molde para la formacién del MIP ha de presentar una serie de caracteristicas que
permitan interaccionar con el monémero funcional generando un complejo estable durante la
polimerizacién. Una de las caracteristicas que debe tener una plantilla es la de no poseer

grupos polarizables porque la polimerizacién suele darse por radicales libres. Por otra parte, no
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debe presentar funcionalidad que inhiba la polimerizacion, ademas debe ser estable a la

temperatura en la que se lleve a cabo el proceso.

Por lo general, los MIP son capaces de distinguir entre la molécula para la que fueron
generados y moléculas muy parecidas estructural o conformacionalmente. Por este motivo, la
forma y el tamaiio de la plantilla van a tener posteriormente, una gran influencia en la

selectividad del polimero.

Mondmero funcional

La elecciéon de un mondmero adecuado se deberd realizar en funciéon de las
caracteristicas de los grupos funcionales del analito. El mondmero ha de contener en su
estructura grupos funcionales que permitan la interaccion con el analito plantilla, con
suficiente fuerza como para poder formar un complejo que se mantenga estable durante la
polimerizacidon. El equilibrio de la reaccion debe estar totalmente desplazado hacia la
formacion del complejo trabajando con una relacion estequiométrica en exceso de
monomero. Entre los mds comunmente utilizados en la sintesis no covalente destacan los

mondmeros representados en la Figura 3.2.

El acido metacrilico (MAA) ha sido el mondémero mas empleado hasta la fecha,
resultando apropiado para analitos que presentan grupos funcionales basicos en su estructura.
De igual forma, la vinilpiridina ha resultado muy adecuada para analitos que contengan
grupos acidos. En el caso de que la molécula molde fuera capaz de formar complejos con
determinados iones, el empleo de mondmeros funcionales quelantes como el vinil-imidazol

seria el mas conveniente [151].
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Figura 3.2. Principales mondémeros funcionales empleados para la formacién del MIP

Disolvente o porégeno

La naturaleza del disolvente va a influir en las interacciones entre el mondémero
funcional y la plantilla. Esto es asi porque va a ejercer una influencia directa en la morfologia

final de la estructura, tanto en el tamafio como en la distribucién de los poros y finalmente,

con la estabilidad del polimero. Junto con el entrecruzante, van a determinar las propiedades
fisico-quimicas del polimero formado, particularmente su porosidad, la cual debe permitir el
acceso del analito a los sitios de unién generados, aunque puede variar en los tratamientos
posteriores a la polimerizacién.

Las interacciones que se producen entre el mondmero y la plantilla también van a
estar muy influenciadas por el disolvente empleado. Por lo general, la estabilizacién de los
enlaces por puentes de hidrégeno o por interacciones electroestaticas entre los mondémeros y

la plantilla se va a ver muy favorecida por el empleo de disolventes con una constante

dieléctrica baja, es decir con disolventes apréticos como pueden ser el tolueno, cloroformo o
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el ACN [152]. El uso de disolventes mas polares, como pueden ser el agua o el metanol, en
principio no es recomendable puesto que van a competir con el analito por la formacion de
puentes de hidrégeno con el mondmero, interfiriendo significativamente en la formacion de
los enlaces con la plantilla, tendiendo a desestabilizar dichas uniones. Estos ultimos suelen ser
los mas adecuados cuando la unién que interesa es de tipo hidrofdébico [153].

Mondmero entrecruzante

La funcion del mondmero entrecruzante es la de preservar la estabilidad estructural
del polimero a lo largo del proceso de polimerizacion. Es el principal responsable de la
morfologia y porosidad de la matriz, siendo capaz de dar a la estructura su alto grado de
entrecruzamiento y estabilidad con la finalidad de que se generen las cavidades
complementarias en tamafio y forma al analito. De igual forma ha de estabilizar los sitios de
unién selectiva confiriendo una gran estabilidad térmica y mecanica ademas de conseguir una
buena transferencia de masa. Se suelen emplear los acidos acrilico o metacrilico ya que dan

una elevada especificidad [154].

La Figura 3.3 representa los entrecruzantes mas comunes empelados en la sintesis de

MIP.

= H H
N N
~
(@] e}
4-vinilbenceno T D T
N-N’- metileno-bis-acrilamida

@]
0]
(@]
(0]
O)l\f Etilenglicol dimetacrilato

Trimetilpropano trimetacrilato

o]

Figura 3.3. Entrecruzantes empleados en la sintesis de MIP
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El etilenglicol dimetacrilato (EGDMA) es el entrecruzante cominmente empleado en
combinaciéon con el MAA, resultando muy adecuado ya que preserva los sitios de unién
durante la polimerizacién, al mismo tiempo que confiere al polimero una gran estabilidad
mecdnica y térmica y buena mojabilidad, permitiendo una adecuada transferencia de masa. El

trimetilpropano trimetacrilato (TRIM) posee caracteristicas similares al EGDMA [155].

Iniciador

Serd el compuesto que marque el comienzo de la polimerizacién introduciendo
radicales en el sistema. El método de iniciacion puede llevarse a cabo a través de radiacidon
ultravioleta o por la accidn del calor, es decir, la polimerizacidn se podra iniciar via fotoquimica
o via térmica, respectivamente, y la eleccion del iniciador vendra dada por esta cuestion. Los
iniciadores suelen ser de tipo azo, el mas empleado es el 2-2-Azo(bis)isobutironitrilo (AIBN)

gue puede emplearse tanto por radiacidon ultravioleta como por accién del calor a

temperaturas superiores a 60 °C. Por lo general, la polimerizacion se lleva a cabo durante 24

horas [156]. Cuando la molécula molde es térmicamente inestable, es posible generar

radicales libres a baja temperatura por debajo de los 4 °C, mediante radiacién UV empleando

un fotoiniciador radicalario como, por ejemplo, la dimetoxifenil acetona [151].

Atendiendo a la naturaleza de la interaccién entre el mondmero funcional y la plantilla,
los MIP se pueden clasificar en funcidn del tipo de sintesis con la que se lleva a cabo, en
polimeros covalentes, semi-covalentes y no covalentes. Esto es asi porque de este tipo de
interaccion va a depender considerablemente las propiedades del polimero final obtenido

[157].

3.2.1. Sintesis covalente
Este modelo de sintesis fue introducida en 1972 por Wulff y Sarchan [132] donde se

presentaban los primeros ejemplos de impresion molecular con polimeros organicos
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sintéticos. En este trabajo se describia la preparacién de un polimero cuyas cavidades
presentaban propiedades quirales que permitian la separacidon de especies en una mezcla
racémica. En este caso la unién entre el mondmero y el analito se realiza de forma covalente,
tanto en su formaciéon como en el reconocimiento posterior de los analitos permitiendo una
gran definicién estructural en la forma y el tamafio de la cavidad generadas. Requiere, por
tanto, de la formacion de enlaces covalentes reversibles entre los mondmeros y la plantilla. Los
mondmeros funcionales suelen ser de tipo acrilico o vinilico. Después de la sintesis, la plantilla
se extrae mediante rotura quimica de los enlaces covalentes, lo que suele realizarse mediante

un proceso de hidrolisis [158].

Los MIP asi formados son muy selectivos, produciéndose sitios de unién con una
distribucion de afinidad homogénea hacia la plantilla. Como la sintesis se ha llevado a cabo
estequiométricamente con los mondmeros funcionales, el porcentaje de unién especifica es
muy alto [157]. El inconveniente reside en el nimero de mondmeros capaces de llevar a cabo
un enlace covalente de naturaleza reversible con el analito, asi como el impedimento estérico
en la disposicién espacial de los grupos funcionales. La mayor parte de los enlaces covalentes
empleados en este tipo de polimerizacién son inestables en medio acuoso, lo que limita
considerablemente los procedimientos de polimerizacién disponibles [159]. Debido a estas

limitaciones, su aplicacién analitica ha sido considerablemente escasa.

3.2.2. Sintesis semi-covalente

El procedimiento de sintesis semi-covalente fue propuesto por primera vez por
Sellergren et al en 1990 [160], al que siguieron otros estudios como los llevados a cabo por el
equipo de Whitcombe en 1995 [161]. En este caso, la interaccidn inicial es a través de un
enlace covalente, pero el reconocimiento posterior que se lleva a cabo es de naturaleza no
covalente. Sellergren sintetizd un polimero covalente a partir de la p-aminofenilalanina. Los

restos de acido carboxilico presentes en la matriz, formados tras la hidrélisis de la plantilla,
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eran capaces de interaccionar con el aminodacido plantilla mediante la formacién de enlaces

por puentes de hidrégeno.

De igual forma que en los casos anteriores, los MIP formados son muy selectivos
aunque siguen estando limitados a determinados compuestos cuyas funcionalidades puedan

adaptarse a ella.

3.2.3. Sintesis no covalente

Fue introducida en 1981 por Arshady y Mosbach [162]. En este trabajo se preparé un
polimero empleando metacrilato de metilo como mondmero funcional que, mediante fuerzas
electroestaticas, formaba un compuesto de prepolimerizacion con la N,N’-fenildiacrilamida. En
este caso y a diferencia de la sintesis covalente, el complejo formado entre la plantilla y el
mondmero funcional no se realiza a través de enlaces covalentes, sino que se forma mediante
interacciones moleculares de caracter débil. La interaccion mondmero-analito se produce a
través de puentes de hidrégeno, interacciones electroestaticas o fuerzas de Van der Waals
para el reconocimiento de la plantilla. Una vez formado el complejo, la extracciéon de la
plantilla se realiza con el disolvente adecuado, sin necesidad de llevar a cabo una hidrélisis

como en el caso de la sintesis covalente.

En este procedimiento, la flexibilidad y sencillez de la sintesis hace que esta técnica
pueda ser aplicada a un amplio rango de mondmeros y analitos, siendo actualmente, la sintesis
mas empleada [163], aunque presenta la desventaja de ser menos selectiva y homogénea en

los puntos de unién que la sintesis covalente.

3.3. OPTIMIZACION DE LA SiNTESIS

Muchos factores determinan la estructura y las propiedades de los sitios de
reconocimiento asi como la selectividad, afinidad, capacidad y propiedades del polimero.

Todos ellos influyen en la extensidn de la estructura tanto microscépica como macroscdpica

71



[150]. Por tanto, entre los pardmetros a optimizar en la sintesis de los MIP se encuentran: la
naturaleza y cantidad de mondmero, iniciador, entrecruzante y porégeno, la forma de iniciar la

polimerizacidn y la metodologia empleada [152].

Debido al elevado nimero de variables que pueden influir en las caracteristicas del

polimero final obtenido, la optimizacién del proceso resulta compleja.

La plantilla es el componente fundamental dentro del la sintesis de MIP. Va a dirigir la

organizacion de los grupos funcionales de los monémeros uniéndose a ellos.

Como se ha comentado, la polimerizacién suele darse por radicales libres, por lo que
en estas condiciones no debe presentar funcionalidad que inhiba o retarde el proceso.

Dependiendo de la eleccion de iniciacidn de la polimerizacion, debe ser estable a temperaturas

superiores a 60 °C o a la radiacion ultravioleta [154].

Una vez conocido el analito, es necesario seleccionar aquellos monémeros que mejor
interaccionen con el mismo. Existen tres maneras de abordar este estudio. La primera, la
guimica computacional. Esta metodologia consiste en emplear programas de ordenador que
calculan tedricamente las energias de unién entre dos moléculas. Estos calculos son complejos
y se basan en modelos tedricos ya establecidos. El segundo método seria a través del estudio
de la resonancia magnética nuclear (RMN). El empleo de esta técnica también permite calcular
las ya mencionadas interacciones pero de una manera experimental. El Ultimo método
consistiria en fabricar polimeros con cada mondémero y después evaluar su afinidad. A la hora
de seleccionar el mejor mondmero hay que tener en cuenta que tampoco interesan aquellos
que presentan una fuerza de interaccidon excesivamente fuerte, ya que a pesar de la gran
afinidad que tendria el material, seria muy complicado eliminar esta interaccion. En este caso,

la limpieza que hay que hacer una vez fabricado el MIP seria muy complicada [164].
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Por tanto, la seleccion del mondmero funcional mas adecuado sera funcidon de las
caracteristicas y grupos funcionales del analito, empleado como molécula molde o plantilla,
con el que habra de formar un complejo de prepolimerizacién estable. Es deseable que
ademds se formen interacciones complementarias aumentando con ello la afinidad y
selectividad de las cavidades, ya que el mondmero funcional es el responsable de las

interacciones en los sitios de reconocimiento [165].

Ademas, en su eleccién habra que tener en cuenta el tipo de sintesis que se quiere
llevar a cabo. En la sintesis no covalente, el complejo formado por la plantilla y el monémero
funcional se encuentra en equilibrio, pero los mondmeros se encuentran en un exceso relativo
respecto a los moles de la plantilla para desplazar el equilibro hacia la formacién del complejo,
por lo que se tiende a que la relacion plantilla:mondmero sea del orden 1:4 6 1:6. Al tener un
exceso de mondmero funcional, se incrementa el nimero de grupos funcionales no
especificos, pero una relacién menor podria dar lugar a una menor densidad de los sitios de

enlace [153, 166, 167].

La sintesis no covalente es mas flexible en cuanto a la seleccién de los mondémeros
funcionalizados que complementen a los grupos funcionales de la plantilla. En algunos casos
pueden combinarse distintos mondmeros para incrementar las interacciones y mejorar la

complementariedad de la plantilla proporcionando una mayor selectividad [168].

Los tipos de enlace que se forman en una y otra sintesis también difieren en sus
caracteristicas. Por ejemplo, los mondmeros empleados en la sintesis de polimeros covalentes
deben formar un compuesto covalente reversible con el analito, de manera que pueda
romperse posteriormente. En este caso se suelen emplear los polimeros basados en derivados
del acido bordnico en el que pueden formarse enlaces basados en la formacion de ésteres de

los acidos bordnicos [169].
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Los enlaces formados en los polimeros no covalentes suelen emplear derivados de los
acidos carboxilicos. Estos son capaces de dimerizar en altas concentraciones de mondmero en
medio apolar pudiendo interaccionar de multiples maneras con una gran cantidad de analitos
plantilla. EI mecanismo propuesto consistiria en aprovechar su caracter tanto aceptor como
dador de protones en la formacion de puentes de hidrégeno, la formacién de pares idnicos o la
interacciéon a través de la formacion de dipolo-dipolo [157]. En este caso el mondmero mas
utilizado es el dcido metacrilico ya que presenta una buena rigidez en la rotacion de los enlaces

aumentando la estabilidad del complejo.

En el caso de que el analito plantilla sea de caracter acido, el monémero basico mas
utilizado es la vinilpiridina, ya que presenta un anillo aromdatico pobre en electrones 7. Los
analitos aromaticos ricos en electrones dan lugar a la formacién de interacciones tipo m.m".

[157].

Si la plantilla es de naturaleza neutra, se suele emplear la acrilamida como mondmero

funcional dando lugar a puentes de hidrégeno [170].

Por otra parte, el porégeno proporciona una Unica fase en la que se encuentran
inmersos todos los componentes de la polimerizacion. Su principal funcién sera ademas la de
crear poros en el polimero. Si se varia la naturaleza y la proporcion del disolvente, se puede

llegar a controlar la morfologia y el volumen del poro formado.

El porégeno se elige en funcién de su capacidad para estabilizar el complejo de
prepolimerizacién formado entre el mondmero funcional y la plantilla. La impresidn covalente
permite elegir entre una gran variedad de disolventes, en la no covalente hay que optimizar su
eleccién teniendo en cuenta que éste debe maximizar la probabilidad de formacion del
complejo plantilla-mondmero funcional. Por ejemplo, para estabilizar complejos basados en la

formacidon de interacciones del tipo puentes de hidrégeno o fuerzas electroestaticas,
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convendria elegir disolventes apolares aproéticos. Si se utilizan interacciones hidrofébicas, serd

preferible utilizar agua o mezclas acuosas [154].

La porosidad del polimero obtenido se puede modificar con la adicién de una pequeia
cantidad de isooctanol al porégeno. Esto es de utilidad cuando el polimero va a emplearse

como fase estacionaria en técnicas de separacidon como electrocromatografia capilar [171].

Hay que tener en cuenta que para obtener un polimero poroso de alta estabilidad
mecdnica, el monémero debe encontrarse en gran proporcién ya que se requiere de un grado
de entrecruzamiento mayor del 80 %. Ademas, la reactividad del entrecruzante debe ser
similar al mondmero funcional para evitar la polimerizacién predominante de uno sobre otro.
Esto se ha evitado en algunos estudios cuando el entrecruzante utilizado ha actuado como

mondmero funcional y como entrecruzante [172].

Se suele emplear la molécula EGDMA. Su disposicion hace que se formen enlaces
cortos pero flexibles entre dos de las unidades polimerizables, favoreciendo la reproduccién

flexible de la forma de la molécula molde [150].

Por otro lado, el iniciador sera el responsable del inicio de la reaccién. Su eleccién
dependera tanto del método elegido para iniciar la polimerizacién, es decir, mediante
radiacién ultravioleta o iniciacién térmica, como de la temperatura a la que se lleve a cabo si

dicha iniciacién se lleva a cabo por accién del calor.

Entre los parametros a optimizar se encuentran la concentracion de iniciador
(normalmente suele estar entre 1-2% en peso del total de los mondmeros), la temperatura y el
tiempo de formacidn del polimero. La temperatura serd funcién de la estabilidad térmica del

iniciador que debe fragmentarse para que dé lugar la polimerizacién [156].
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Se suele emplear el AIBN, ya que permite que la reaccién se desarrolle rapidamente,

llevandose a cabo tanto por la accidon de radiacién ultravioleta, como por el calor en

condiciones suaves, temperaturas superiores a 60 °C y presion atmosférica [156].

3.4. METODOS DE POLIMERIZACION

Dependiendo de la metodologia que se emplee en la formacion del polimero se
obtendran distintas morfologias que dependerdn de la aplicacion a la que vaya destinado el

polimero.

3.4.1. Polimerizacidon en bloque

El proceso de polimerizacién mas ampliamente utilizado es la polimerizacion en
bloque. Fue el primer método que se empled [173, 174]. Sigue un procedimiento muy sencillo
basado en la polimerizacién radicélica de una disolucién concentrada de mondmeros en el cual
todos los componentes se mezclan dando como resultado un monolito (bloque) de polimero
de forma idéntica al recipiente empleado en el que se ha llevado a cabo la polimerizacién.
Concluido el proceso, el recipiente se rompe para recuperar el analito. Posteriormente, es
necesario triturarlo y tamizarlo hasta obtener el tamafio deseado dando como resultado
particulas amorfas. El analito plantilla se elimina posteriormente, liberando las cavidades
responsables del reconocimiento selectivo del analito. Por ejemplo, tamafios de particula
empleados para cromatografia suelen ser de 25-38 um y para la extraccién en fase soélida se

suele emplear un tamaio de entre 50-200 um [175].

Es el tipo de polimerizacion mas sencillo y mas barato, sin embargo, presenta varios
inconvenientes [176] tales como la necesidad de triturar y tamizar el polimero obtenido, lo que
hace que las particulas creadas no sean homogéneas ni en tamafio ni en forma, con la
consiguiente manipulacién y pérdida de rendimiento al destruir parte de los sitios de

reconocimiento molecular. Ademas, una parte de los sitios especificos generados se destruyen
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en el proceso de trituracion. La irregularidad de las particulas también es un inconveniente ya
que disminuye la capacidad de carga, haciendo que la distribucidon de los sitios sea muy

heterogénea.

Todo ello hace que, tras el proceso completo, la cantidad de polimero que puede ser
usado con fines analiticos se reduzca considerablemente respecto al producto inicial, lo que
conlleva una pérdida importante de la capacidad de carga del polimero. Las particulas
obtenidas mediante el proceso de polimerizacion en bloque resultan apropiadas para SPE
habiéndose empleado en multitud de procesos [177-179]. Ademas, tras varios tratamientos,

pueden ser empaquetadas en una columna cromatografica.

3.4.2. Polimerizacidn por precipitacion

En este caso, se trabaja en exceso de disolvente, por lo que las cadenas poliméricas no
ocupan el volumen del disolvente, encontrandose la mezcla de reactivos mucho mds diluida
[180]. Se afiade al procedimiento agitacion durante el proceso de polimerizacion,
obteniéndose particulas mas pequefias, tanto menores cuanto menor sea la velocidad de
agitacion. Esta dispersién da como resultado la creacion de particulas esféricas individuales en
el seno del polimero. La rigidez y entrecruzamiento de las particulas formadas es suficiente

para la formacidn del polimero [181].

Con este tipo de polimerizacion lo que se obtienen, por tanto, son particulas
independientes, esféricas y mucho mas homogéneas, con mayor capacidad y mejor
distribucion de los sitios de unién que las conseguidas por la anterior técnica. Se elimina
ademds la etapa de trituracion y tamizado del polimero con lo que las pérdidas y manipulacién
del polimero se minimizan en esta etapa mejorando el rendimiento de polimerizacién [182].
Como principal desventaja figura el tamafio de particula, ya que mediante este proceso el

tamafio es del orden de 1-3 um, lo que provoca sobrepresién cuando se emplean como fase
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estacionaria. Otro inconveniente es establecer unas reglas generales que permitan la

obtencidn de particulas con un tamafio concreto.

Es una técnica sencilla que ha favorecido su aplicaciéon en el desarrollo de sensores

[183] o fases estacionarias en técnicas de separacion [184].

3.4.3. Polimerizacidn en suspension

En este caso se combinan dos fases, una organica hidrofdébica, en la que suele
emplearse liquidos perfluorados con la mezcla de polimerizacion, y otra fase dispersante
organica inmiscible con la anterior. Se emplean liquidos perfluorados porque la fase acuosa
puede impedir la interaccidn entre el analito y el monédmero. La mezcla se agita, polimerizando
en forma de gotas en suspension que son estabilizadas por agentes surfactantes [185]. Estos
seran los encargados de controlar el tamarfio de particula junto con la agitacion, lo cual es una
ventaja respecto al anterior [186]. Es un método rdpido aunque se encarece con el uso de los

compuestos perfluorados [187].

3.4.4. Polimerizacidn en dos etapas

Técnica propuesta inicialmente por Hosoya et al en 1994 [188]. Para este tipo de
polimerizacidn se sintetizan particulas esféricas de latex en medio acuoso que posteriormente
se hinchan al formar microemulsiones tras adicionar un agente plastificante. Estas particulas se
impregnan con la mezcla de prepolimerizacién de tal forma que en su superficie se forme una

capa de polimero. Es un método mas complejo, no indicado en la sintesis no covalente.

3.4.5. Técnicas de injerto

En esta técnica se emplean particulas [189] o membranas [190] como soporte de
polimerizacidon. La polimerizacion se pueden llevar a cabo bien sobre una superficie

inmovilizada donde se encuentra el polimero junto con la mezcla de polimerizacidon para
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posteriormente llevarse a cabo [191], o bien el compuesto inmovilizado sobre la superficie es
el iniciador, permitiendo que el crecimiento de las cadenas poliméricas vaya desde la
superficie controlando el grosor de la capa. Esta técnica es una de las tendencias actuales en
las técnicas de polimerizacidn, al permitir que estos polimeros funcionalizados puedan

aplicarse a un mayor numero de analitos.

3.5. PRINCIPALES APLICACIONES DE LOS MIP

Debido a su elevada estabilidad mecanica y térmica y a sus propiedades de
reconocimiento molecular, los MIP pueden ser empleados en una amplia variedad de

aplicaciones [192].

Entre las mas importantes destacan su uso como adsorbentes selectivos en procesos
de extraccion en fase sélida (SPE) [193], como fase estacionaria en cromatografia (HPLC) [194],
como fases estacionarias de columnas capilares en electrocromatografia capilar (EC) [195] o

como reconocimiento selectivo de sensores [196].

3.5.1. Preparacion de muestra

La tendencia actual dentro de la preparacién de muestra pasa por una etapa de
creciente interés por la miniaturizacién, facilidad en las operaciones, automatizacién vy
busqueda del menor consumo de disolventes posible. Técnicas como la SPE, SPME o la
extraccién con barras agitadoras permiten mejoras en la preparacién de muestras. La
selectividad de todas estas técnicas puede ser mejorada empleando material selectivo para el

analito que se pretende determinar.

Los MIP son buenos candidatos como adsorbentes para la preparacién de muestra,
debido a su alta selectividad y habilidad para preconcentrar analitos en muestras complejas.
En este sentido, la aplicacion que ha adquirido mayor importancia es la extraccion en fase

solida o SPE.
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Extraccion en fase sélida (SPE)

Los MIP pueden ser empleados como nuevos materiales adsorbente selectivos para
procesos de extraccion en fase sélida. Comparados con los adsorbentes tradicionales, no sélo
concentran, sino que aislan el analito de las matrices en las que se encuentran, siendo de gran
importancia en muestras complejas. Consecuentemente, los MIP son uno de los adsorbentes
mas efectivos que se han empleado para el tratamiento de numerosos analitos en alimentos,
pesticidas, agua, fluidos bioldgicos, drogas, muestras medioambientes o medicamentos [142,

197-202].

El empleo de MIP como adsorbente selectivo en SPE o MISPE (Extraccién en fase sélida
basada en polimeros de impresidn molecular), fue iniciado en 1994 por Sellergen para el
analisis de pentamidina en orina [203]. MISPE es la técnica mds importante a la que puede
acoplarse el uso de los MIP. Algunas compaiiias comercializan cartuchos empaquetados con
polimeros impresos para la determinacidon de diferentes analitos en distintas muestras. Asi
mismo, hay numerosas investigaciones publicadas que describen la sintesis y el empleo de MIP
para SPE [135, 199, 204, 205]. Esta surge de la necesidad analitica de analisis mas rapidos, con
métodos simples de preparacion donde la extraccién, concentracion y limpieza de la muestra
se desarrollan en una misma etapa. El protocolo es similar a otras técnicas con adsorbentes

convencionales.

El procedimiento consiste en empaquetar el MIP en un cartucho de extraccidn en fase
solida (SPE), donde posteriormente se retiene el analito de interés percolando un volumen
conocido a través de un adsorbente sélido (en un cartucho, columna o disco), bajo condiciones
cuidadosamente controladas que favorecen la absorcién preferencial del analito sobre los
componentes de la matriz. El analito es recuperado del adsorbente, extrayéndolo en un

pequefio volumen de disolvente o de una mezcla de solventes apropiada. En este proceso, la
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muestra se preconcentra y limpia quedando preparada para poder ser detectar por las

diferentes técnicas analiticas.

Dependiendo de como se lleve a cabo la extraccién en fase sélida combinada con el

uso de MIP (MISPE), se pueden distinguir:

MISPE on line: los sistemas de deteccidn tales como el GC, HPLC, o de diodos en serie
(DAD), se acoplan al MISPE consiguiendo automatizar los procesos. Esta metodologia fue
introducida por primera vez por Masqué et al en el afio 2000 acoplando un MISPE a un HPLC
para determinar 4-nitrofenol de una mezcla de agua de rio [206]. No son demasiados los
trabajos encontrados en bibliografia con este protocolo debido a la dificultad para combinar la
fase movil requerida para llevar a cabo la separacion analitica con el disolvente adecuado para
eluir los analitos retenidos. Con este método se reduce la manipulacién de la muestra,
minimizando las pérdidas y contaminacién del analito, pudiéndose mejorar los limites de

deteccién y reproducibilidad del método [137].

En el modo off line, una pequefia cantidad de polimero es empaquetada dentro de un
cartucho de polietileno entre dos fritas para evitar pérdidas. A continuacién se acondiciona el
cartucho y se lleva a cabo la carga de la muestra cuyo analito quedara retenido en el MIP. De
esta forma los analitos son concentrados y purificados. Posteriormente, se lleva a cabo la
etapa de limpieza para eliminar las posibles interferencias presentes en la muestra. Finalmente
se procede a la elucién de los analitos en aquellos disolventes que permitan una recuperacién
cuantitativa del analito. Recogido el eluato junto con el analito ya extraido, puede llevarse a

cabo su determinacidn analitica, empleando la técnica instrumental requerida en cada caso.

De esta forma se preconcentran los analitos de interés sobre todo cuando estos se
encuentran a bajos niveles de concentracién, nivel traza, o bien cuando la matriz es compleja,

aportando con ello una gran selectividad.
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Microextraccion en fase sélida (SPME)

Desarrollada en 1989 por Arthur y Pawliszyn [207], se basa en el reparto de los analitos
entre la muestra y la fase estacionaria, que en este caso recubre la superficie de una fibra
normalmente de silice fundida. Los analitos son desorbidos térmicamente en el puerto de
inyeccién de un GC o llevando a cabo la elucién de los analitos en el disolvente adecuado para

posteriormente ser analizados mediante otras técnicas cromatograficas, como HPLC, MS o CE.

La fibra de la que esta constituida la fase estacionaria no es selectiva, por lo que en el
proceso de extraccidn se puede dar una falta de selectividad. Es por ello que la combinacién de
los MIP como fase estacionaria, ha supuesto un amplio avance mejorando la simplicidad,
flexibilidad y selectividad de este tipo de técnica. Fue introducida por primera vez para la
determinacién selectiva de propanolol en muestras de suero [208]. Su mayor ventaja es la
miniaturizacion y automatizacion del proceso, ya que se integra en un solo paso la extraccion,
concentracién e inyeccién de la muestra. El volumen de adsorbente es mucho mas pequeino

que el empleado en SPE.

Entre sus inconvenientes se destacan la complejidad de la instrumentacion y la
necesidad de compatibilizar el disolvente necesario para la desorcién y la fase mévil empleada

en la separacion.

Barras de agitacion magnética (SBSE)

La polimerizacién se lleva a cabo sobre unas barras de agitacion magnética. Estd
basado en el reparto de los analitos entre la muestra en estado liquido y una fase estacionaria
qgue recubre dicha barra. Estas barras comercialmente suelen estar cubiertas de
polidimetilsilosano (PDMS) restringiendo el rango de aplicacién a compuestos hidrofébicos
debido al cardcter apolar del PDMS. Para mejorar la selectividad de estas barras agitadoras se

han desarrollado MIP en forma de pelicula que recubren dichas barras. De esta forma se

82



aumenta la selectividad ademas de presentar un rapido equilibrio de adsorcion debido a la

naturaleza porosa del MIP [209].

MIP en perlas magnéticas

Este proceso de sintesis fue desarrollado por Li et al en 2009 [210]. Mediante este
método sintetizaron un MIP en perlas magnéticas para la molécula de atracina. El tiempo de
polimerizacion fue muy corto comparado con las otras técnicas ya que se llevd a cabo
mediante microondas y permitié la sintesis de polimeros con capacidad de reconocimiento
molecular, capaces de ser eliminados de la disolucion mediante la aplicacién de un campo

eléctrico, evitando con ello el paso de eliminarlos filtrando o centrifugando la muestra.

Dispersion de la matriz en fase sélida (MSPD)

La MSPD se basa en la completa disrupcion de la muestra que permite a los
componentes dispersarse dentro del adsorbente sélido. La muestra es dispuesta en un
mortero y se disgrega con el sorbente hasta la completa disrupcion y dispersién de la misma.
La mezcla se empaqueta en un cartucho de SPE eluyendo los analitos con los disolventes
adecuados para eliminar interferentes [211]. Es una técnica de una gran simplicidad, sin
embargo el uso directo de los MIP como adsorbentes en este tipo de técnica es escaso. Se han
llevado a cabo estudios de fluoroquinolonas en huevos, tejidos y sueros con buenas

recuperaciones [212, 213].

Membranas

La combinacidn de membranas liquidas con MIP fue propuesta por primera vez por
Chimuka et al para la extraccion del 17 B-estradiol en muestras acuosas [214]. Los compuestos
fueron extraidos a través de una membrana porosa hidrofdbica unidos a particulas de MIP. Los
MIP fueron preparados por polimerizacién en bloque. Experimentalmente, con esta técnica se

ponen en contacto dos compartimentos separados por una membrana. El compartimento de
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abajo se rellena con mezcla acuosa mientras que el superior estd compuesto por la fase
organica aceptora, a la que se afiade una pequefia cantidad de particulas de MIP. Los analitos
unidos a la matriz de la muestra son extraidos desde la fase acuosa a la fase organica y de ésta
a los sitios de unién del MIP. El MIP es entonces separado de la fase orgdnica por filtracion y

los analitos son liberados posteriormente con el eluyente adecuado.

3.5.2. Fase selectiva en técnicas de separacion

Cromatografia liquida de alta eficacia (HPLC)

Dentro de la Quimica Analitica, las técnicas cromatograficas de separacién son las que
probablemente se han visto mas beneficiadas con el advenimiento de la tecnologia de
impresién molecular. La capacidad de reconocimiento de las columnas cromatograficas se ve
enormemente potenciada, basada en la retencién del analito cuando atraviesa el polimero,
permitiendo su separacion, aunque pueda presentar bastantes limitaciones debido al caracter
heterogéneo de las cavidades y al proceso de transferencia de masa y como consecuencia,
hacer ensanchar los picos cromatograficos. Estos problemas surgian principalmente de la
sintesis en bloque, por lo que se adoptaron distintas estrategias que permitieron minimizar
dichos inconvenientes. De esta forma se han podido determinar de una manera rapida y
sencilla carbohidratos, aminoacidos, péptidos, proteinas, drogas, fdrmacos, o pesticidas [215-
219]. La combinacién de la impresién molecular con la HPLC ha resultado tan eficaz, que se
han descrito trabajos que permiten la separacién de enantiémeros en mezclas racémicas,
utilizando como fase estacionaria un polimero impreso con uno de los enantiémeros puros.

[194, 220].

Electrocromatografia capilar (EC)

Su empleo como fase estacionaria une la eficacia de la separacion electroforética con

la selectividad del reconocimiento de los MIP. El relleno de la columna es sencillo, rapido y
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econdmico y puede llevarse a cabo bien sintetizando el polimero y rellenando la columna

posteriormente, o bien realizar la sintesis del polimero en el interior de la propia columna.

El primer método es el mas habitual, sintetizando el polimero mediante cualquiera de
las metodologias anteriormente descritas. Una vez formado el polimero, la columna se rellena

manteniendo el polimero retenido mediante fritas [221].

La preparacién también se puede dar en el interior de la columna obteniéndose fases
estacionarias de mayor porosidad y permeabilidad. Estos capilares recubiertos se enlazan a las
paredes del capilar. Esta fase estacionaria puede estar adsorbida, o unida covalentemente a la
pared del capilar [222, 223]. Es una técnica sencilla que elimina los problemas de atasco de las
columnas, aunque la capacidad de éstas es menor debido a la cantidad de polimero presente

en el interior de la misma.

Con esta técnica se puede controlar el tamafo de particula, su porosidad y el tipo de
interaccion con el analito, sin embargo, el empleo de fritas puede ser un inconveniente por la
formacidn de burbujas que interrumpen la transmision de campo eléctrico con el consiguiente
ensanchamiento de los picos. Para evitar esto, se ha propuesto la formacidn de monolitos

dentro del capilar que eliminarian las fritas que retendrian al polimero dentro del capilar [171].

El empleo de los MIP en electrocromatografia capilar proporciona separaciones
eficaces y selectivas aunque el principal inconveniente es la necesidad de un flujo
electroosmoético que impulse la fase mavil a través del capilar sin que perjudique la interaccion
entre el analito plantilla y los sitios de unién del polimero. Esto es debido a la incompatibilidad
entre el medio necesario para favorecer la interaccion analito-MIP, generalmente un
disolvente polar, mientras que el flujo electroosmético necesita un medio acuoso o disolucién

acuosa salina, por lo que este proceso ha de optimizarse para no perjudicar dicha interaccién.
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Se ha empleado en separaciones racémicas, aminoacidos, anestésicos o agentes beta-

bloqueantes [148, 224-226].

3.5.3. Sensores

Un sensor es un dispositivo que debe responder de forma sensible, selectiva, continua,
reversible y rdpidamente a los cambios de concentracion de una determinada sustancia en una
muestra, por lo que debe de disponer de un elemento de reconocimiento. Los MIP como
sensores presentan una gran versatilidad, siendo facilmente adaptables a diferentes sistemas
de transduccion. En los uUltimos afos se han desarrollado sensores basados en MIP para una
alta variedad de compuestos y con muy buenos resultados [227]. Se ha avanzado en el
desarrollo de nuevos formatos como membranas o filamentos y se han podido analizar
numerosos analitos como pesticidas, farmacos, aminodcido o HAPs [228]. De esta forma se
han podido determinar HAPs en agua de bebida en concentraciones que han llegado a ser del
orden de las ppt [229]. En este caso, el MIP es preparado sobre ldminas delgadas o capas, ya
gue esta configuracién es la mas util en este tipo de aplicaciones, principalmente debido a sus

rapidos tiempos de respuesta y sencillez de uso.

Por tanto, la técnica de impresidn molecular se ha establecido recientemente como
una alternativa prometedora a la nueva sintesis de materiales, empledndose en diferentes
aplicaciones quimicas, con caracteristicas atractivas como su bajo coste, versatilidad,
resistencia, alta selectividad y sencillez de preparacién. Las aplicaciones de los MIP se han
orientado fundamentalmente a la rama analitica de la quimica, donde su empleo como

material adsorbente en SPE supone uno de sus usos mas extendidos y de mayor interés actual.

3.5.4. Aplicaciones en HAPs y sus metabolitos

En el caso de los HAPs sélo unos pocos articulos se han dedicado a estos compuestos

con esta metodologia. Dickert et al en el aio 2000, sintetizaron capas de MIP para HAPs que
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utilizaron como sensores quimicos para muestras de agua y aceite de motor [228, 230, 231].
En estos casos se empleaba poliuretano como matriz polimérica sin emplear mondémeros

funcionales.

En 2004 Lai et al [232] sintetizaron un polimero en bloque y en microesferas en
suspension para SPE-HPLC empleando B[a]Pyr como plantilla para diferentes monémeros
funcionales y entrecruzantes [232]. Como consecuencia del estudio, se observé que la
polaridad de ambos componentes influia en la afinidad de la retencién en la columna,
principalmente el entrecruzante. Dicha afinidad del polimero formado se incrementaba
cuando descendia la polaridad de los mondmeros y el entrecruzante. Las interacciones
hidrofébicas y los interaciones m—n entre el analito y la columna jugaban un papel importante
en los procesos de retencion. Las muestras empleadas fueron agua y café instantdneo a niveles

de ppb, con buenos resultados en cuanto a la recuperacion del analito (72,5 al 96,5%).

Debido al caracter carcinogénico del B[a]Pyr, otros autores optaron por desarrollar
MIP capaces de determinar distintos HAPs sin la manipulacién del B[a]Pyr. Es el caso de
Baggiani et al [233] los cuales llevaron a cabo un estudio con MIP sintetizados como
microperlas pero empleando como plantilla el Pyr para el reconocimiento de 22 HAPs, entre
los que se encontraba el B[a]Pyr. Las microperlas formaron parte del empaquetamiento de una
columna de HPLC. La formacién del MIP estaba basada en el cardcter hidrofébico y los enlaces

n—7 entre el mondmero funcional y la plantilla.

Para los derivados hidroxilados de los HAPs apenas se encuentran articulos publicados.
En el afo 2001 Kirsch et al [234] sintetizaron un MIP como sensor electroquimico para un
electrodo de carbono usando como plantilla el 10HPyr. EI MIP fue preparado usando

divinilbenzeno y estireno como mondémeros y MeOH como pordgeno.
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Mas recientemente, en el afio 2013, se publicé un trabajo para los derivados hidroxilados 2-
naftol, 2-hidroxifluoreno, 9-fenantrol y 10HPyr en muestras de suelo empleando un MIP como

material adsorbente para SPE [235].

La sintesis de MIP para la deteccién de los HAPs parece una buena opcion para
determinar estos analitos. Al emplear estos materiales como adsorbentes, se minimiza el
contacto con los mismos, permitiendo mayor grado de seguridad en su manipulacién, factor
de gran importancia debido a su caracter carcinogénico. Visto el escaso niumero de articulos
publicados al respecto, se puede concluir que el desarrollo de MIP para los HAPs puede
suponer un estudio interesante y de gran versatilidad para los HAPs y sus derivados

hidroxilados.
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4. METODOS DE ANALISIS DE LOS HIDROCARBUROS AROMATICOS

POLICICLICOS Y SUS BIOMARCADORES

El andlisis de cualquier compuesto tiene dos etapas fundamentales de similar
importancia. Por un lado el tratamiento de muestra y por otro el analisis instrumental. La
preparacion de muestra en un andlisis es un proceso fundamental que incluye una serie de
etapas previas cuya finalidad es hacer que el analito sea accesible al proceso de medida
quimica. Los HAPs y sus biomarcadores suelen encontrarse en matrices complejas en muy
bajas concentraciones, por lo que para aumentar la sensibilidad del andlisis serd necesario
preconcentrar y extraer el analito de la matriz. Por otra parte, en el caso particular de los
estudios de biovigilancia, la dificultad se ve aumentada debido a la limitada disponibilidad de
las muestras y los pequefios volUmenes a tratar, siendo esencial un tratamiento eficiente de la

muestra para conseguir resultados fiables.

A pesar de los grandes avances producidos en la ultima década en lo que respecta al
analisis quimico, la preparacidon de la muestra continla siendo una etapa larga y critica en el
estudio de los contaminantes organicos, ya que en pocas ocasiones las muestras pueden ser
analizadas directamente, constituyendo la mayor fuente de error en los procesos analiticos

[236, 237].

La Figura 4.1 muestra el error relativo de cada etapa en un procedimiento analitico. La
preparacion de muestra representa el 61% del total de los errores, por lo que serd importante
controlar este paso que incluye tanto la extraccion como la purificaciéon, siendo la extracciéon

del analito la etapa limitante [238].
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METODOS DE ANALISIS DE LOS HIDROCARBUROS AROMATICOS POLICICLICOS Y SUS
BIOMARCADORES

Recogida de
muestra
6%

~ Interpretacion
de resultados

Figura 4.1. Error relativo en las diferentes etapas del procedimiento analitico

Es complicado estandarizar la preparacién de muestra que estara condicionada por el
numero de muestras, analitos y por la complejidad de las matrices. La eleccién de una técnica
va a ser por tanto, el resultado de un compromiso entre la eficiencia de la reproducibilidad de
la extraccion, facilidad del proceso, la consideracion del coste, el tiempo, la posibilidad de

automatizacién y la seguridad.

Sin embargo, se pueden generalizar que las caracteristicas ideales de un tratamiento

de muestras serian [236-238]:

1. Simplicidad en las operaciones para no afiadir mds errores a la etapa, con cortos tiempos de
extraccion, ya que como se ha dicho, la preparacién de muestra conlleva una gran parte del

analisis.

2. Se debe de buscar la maxima selectividad mejorando la cuantificacidon e identificacién del

analito, con el minimo ndmero de interferentes de la matriz después de ésta etapa.

3. El equilibrio debe estar basado en la extraccion no exhaustiva, permitiendo multiples

extracciones de la misma muestra.
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4. Los volumenes empleados deben ser minimos, respondiendo al interés creciente que
demanda menor toxicidad de los disolventes utilizados y menor cantidad empleada de los

mismos.

5. Se busca que el tratamiento de muestra sea versatil, con capacidad para poder ser analizado
con diferente instrumentacidon analitica, automatizable, portable y preferentemente de

muestras no invasivas.

En cuanto a la instrumentacion analitica, habra que tener en cuenta las propiedades
fisico-quimicas de la muestra para poder relacionar la sefial obtenida por el instrumental con la

naturaleza y la concentracién del analito.

La mayoria de las técnicas instrumentales se pueden englobar en una de estas tres
areas principales, espectroscopia, electroquimica y cromatografia. La medida se realiza sobre
una variable de caracter fisico o fisico-quimico, después de haber sometido a la muestra de
interés a una interaccion con algun tipo de energia (métodos dpticos, electroquimicos,

térmicos...)

En los métodos Odpticos espectroscopicos se mide la radiaciéon electromagnética
emitida por la materia o que interacciona con ella. Miden espectros y dependiendo del tipo de
interaccién pueden clasificarse en técnicas de absorcidn como la espectroscopia ultravioleta-
visible (UV-Vis), infrarroja (IR) o de absorcién atémica (AA), técnicas de emisidén (atdmica, de
fluorescencia), técnicas de dispersidn y aunque no es propiamente una técnica de este tipo, la
espectrometria de masas. En este Ultimo caso no interviene la radiacién electromagnética, sino

que la muestra es ionizada midiéndose la relaciéon masa/carga de los iones formados.

En los métodos electroquimicos la medida esta basada en las propiedades eléctricas de

una disolucidn de analito cuando forma parte de una célula electroquimica.
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Los métodos de separacion, donde se engloba la cromatografia, se dan como resultado
de la mayor o menor capacidad del analito para ser retenidos por la fase estacionaria, es decir,
se basa en los repetidos procesos de interaccion durante el movimiento de los componentes
de una mezcla arrastrados por la fase movil a lo largo de la fase estacionaria (elucidn),
produciéndose la separacion debido a las diferencias en las constantes de distribucién de los

componentes de la mezcla entre las distintas fases [65].

Alguna de estas técnicas se han combinado para extender la utilidad de los métodos
haciéndolos mas versatiles en los diferentes analisis. Un ejemplo de ellos seria la CG-MS, o la

HPLC-FD como en el caso de esta memoria.

4.1 PREPARACION DE MUESTRAS

La preparacion de la muestra es una etapa complicada y crucial dentro del
procedimiento analitico. Consume una gran cantidad de tiempo y contribuye al incremento de
errores dentro del proceso. Los esfuerzos por mejorar esta etapa han dado como resultado la
aparicion de nuevas técnicas y estrategias que han contribuido a disminuir estos
inconvenientes, mejorando los tiempos, disminuyendo la manipulacién de los extractos o
disminuyendo los volimenes empleados tanto de muestra como de disolventes, muchas veces
perjudiciales tanto para el operario como para el medio ambiente. La etapa de preparacion de
muestra estd por tanto en continua evolucidn, ya que es la causa mas frecuente de pérdida de
analitos y contaminaciones. La tendencia actual es eliminar o reducir todas estas dificultades

mediante el desarrollo de nuevas técnicas o la modificacidén de las ya existentes.

Se ha conseguido con ello preparaciones de muestra mas rapidas, mas efectivas,
generando menores costes y residuos que los dados por los procesos convencionales. Técnicas

como la MSPD o la SPE son ejemplos de ello [79, 239].
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Considerando la complejidad de las matrices donde pueden encontrarse los HAPs y sus
metabolitos, la disponibilidad limitada de las muestras sobre todo en estudios de biovigilancia,
o incluso las implicaciones legales que su concentracidon pueden acarrear, la preparacion de

muestra hay que tenerla en cuenta como una etapa muy critica de todo el proceso.

En este apartado se van a recoger diferentes métodos de preparacion de muestra
utilizados para el andlisis de HAPs y sus metabolitos de una forma diferenciada en base a la
naturaleza de la muestra, pormenorizando posteriormente, en aquellas metodologias que han

sido relevantes en esta memoria.

Métodos de preparacion en muestras liquidas

Aunque los HAPs tienen un marcado cardcter hidrofdbico, estos contaminantes estan
presentes en medio acuoso debido a su adsorcién en la materia particulada. La gran cantidad
de estos contaminantes que se vierten al medio ambiente contribuyen a que se acumulen en
fuentes de abastecimiento tanto subterraneas como superficiales, asi como en otros medios
acuosos. La determinacion de HAPs en estos medios no es sencilla debido a las bajas
concentraciones en las que se encuentran como consecuencia de su baja solubilidad en agua y
de que pueden adsorberse en las paredes de los recipientes que contienen la muestra [240]. La
cuantificacion de rutina de estos niveles, establecidos por las distintas organizaciones, requiere
del desarrollo de métodos analiticos que proporcionen extracciones muy eficientes y que

permitan su determinaciéon de manera simple, rdpida y con bajo coste [78].

Dentro de las técnicas tradicionales, la extraccidon liquido-liquido (LLE) es una técnica
habitualmente empleada en muestras acuosas. Esta basada en la transferencia de los analitos
desde la muestra hacia un disolvente inmiscible en agua. Debido al cardcter hidrofébico de los
HAPs, éstos pueden ser extraidos de su matriz con un disolvente apolar, como pueden ser el
hexano o el diclorometano [241, 242]. Este ultimo disolvente es el que se emplea en los

métodos oficiales de la EPA, concretamente el 550 para la determinacién de HAPs en aguas
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destinadas al consumo humano y el 610, para la determinacion de estos compuestos en aguas
residuales. [243, 244]. Esta técnica ha sido empleada en diferentes muestras de agua
provenientes de rios, lluvia, lagos o mar [245-248]. También se ha empleado en muestras de
orina para determinar derivados hidroxilados de los HAPs [249]. Presenta el inconveniente de
ser lenta y laboriosa, con un elevado consumo de disolvente y la posibilidad de formar

emulsiones con la consiguiente necesidad de etapas adicionales.

La extraccion en fase soélida o SPE, es otra técnica de preparacidon de muestra basada
en la retencidn selectiva de los analitos sobre un adsobente por el que tienen afinidad, para
posteriormente, ser eluidos con el disolvente adecuado. Seleccionando tanto los adsorbentes

adecuados como los disolventes de elucidn se pueden conseguir extracciones muy selectivas.

Esta técnica se ha empleado en la extraccion de HAPs y sus metabolitos en diferentes

matrices, como agua, carnes hechas a la barbacoa, orina o café [117, 232, 250-252].

Como fase estacionaria se pueden emplear varios adsorbentes, como el C-18 o las
nuevas técnicas, que emplean nuevos materiales [133] como pueden ser los polimeros de
impresién molecular (MIP), mejorando la selectividad hacia el analito de interés [135, 137,
203, 253, 254]. La EPA emplea este sistema con cartuchos C-18 para la extracciéon de HAPs en

aguas destinada al consumo humano en el método 550.1 [255].

Esta técnica presenta la ventaja de utilizar menores volimenes de disolvente que la

LLE, ademas pueden ser automatizables.

De esta forma, la miniaturizacion se ha convertido en una tendencia actual ya que
mejora y minimiza errores frente a las técnicas tradicionales. Aparecen, por tanto, las técnicas
de microextraccidn. Presentan entre sus caracteristicas fundamentales el ser rapidas, sencillas,

con bajo coste, minimizando la manipulacién de la muestra y logrando mayor precisién y
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sensibilidad, disminuyendo tanto la cantidad de reactivos como la cantidad de muestra, se

consiguen sistemas no tan dafiinos para el medio ambiente [79].

En la determinacion de HAPs se han empleado técnicas de microextraccién, como
pueden ser la microextraccién en fase solida (SPME), la extraccién con barras agitadoras
(SBSE), microextraccion en fase liquida (LPME) o la microextraccién en gota suspendida

(SDME).

En la SDME la fase extractante es una microgota de disolvente organico suspendida del
extremo de una microjeringa y expuesta a la muestra. Después del periodo de extraccion, la
gota se retrae hacia la microjeringa inyectandose en el sistema [256]. Es una técnica sencilla,
rapida y de bajo coste. Su principal desventaja la puede tener en la inestabilidad de la gota,
causando problemas en la repetitividad del proceso. De esta forma se han extraido, por

ejemplo, HAPs en aguas [257, 258].

Otro ejemplo seria la microextraccion liquido-liquido dispersiva (DLLME). Fue
introducida en 2006 para la determinacion de compuestos organicos en agua, entre los que se
analizaron los HAPs [259]. También se ha empleado en metabolitos en muestras de orina
[260]. Esta técnica consiste en la formacion de un sistema de disolventes ternario, donde se
utiliza una mezcla de disolventes de gran densidad (extractante) y un disolvente polar
(dispersante). Cuando la muestra acuosa se mezcla con el dispersante y el extractante se
forma una mezcla ternaria de gran turbidez, debido a las gotas formadas a través de la
muestra acuosa. Como el drea superficial entre el disolvente de extraccién y la muestra es
elevada, el equilibrio se alcanza rapidamente extrayendo asi los analitos. Al proceso le sigue
una centrifugacion para obtener una fase sedimentada. De esta forma los analitos han

guedado concentrados y extraidos en el disolvente de extraccidn.

En la extraccidn con disolventes asistida por membranas se utilizan membranas

hidrofébicas no porosas. Los analitos organicos presentes en muestras acuosas difunden a
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través de la membrana concentrdndose en el volumen de disolvente organico [261]. Esta
técnica es muy adecuada en muestras complejas con un alto contenido de materia organica.

Se ha empleado para extraer HAPs en matrices como agua, zumos, vino o leche [262, 263].

La microextracion en fase sélida (SPME) se basa en la extraccion de los analitos de la
matriz de la muestra mediante una fibra de silice fundida que esta recubierta de un sorbente,
en la mayoria de los casos polimérico, seguida de la desorcidon de los analitos mediante
temperatura o un disolvente orgdnico. El pequefio didmetro de la fibra y su geometria
cilindrica permiten incorporarla en una jeringa de forma que facilita su manipulacién vy
proteccion cuando la fibra no se utiliza [264]. La extraccidon se ve afectada por el recubrimiento
polimérico, la temperatura, el tiempo de extraccion, el efecto salino, el pH, el volumen de la
muestra, la agitacidon y derivatizacién. Es un método con grandes posibilidades de portabilidad
y automatizacion, simple y que puede ser acoplado facilmente con instrumentacién analitica.

Por el momento, los recubrimientos de fibra son caros y el tiempo de vida de la fibra
puede ser limitado, aunque la SPME se ha empleado numerosas veces en la extraccidon de

HAPs y en metabolitos hidroxilados en orina [265-268].

Otra técnica que se emplea es la extraccidon con barras agitadoras que consisten en
unas barras recubiertas de un polimero. El proceso de extraccidén estd basado en el equilibrio
polimero-agua en dos etapas, extraccién y desorcién. La barra se pone en contacto con la
muestra y se agita bajo condiciones controladas de tiempo, volumen, velocidad, temperatura,
y las dimensiones de la barra. Tras la extraccidn viene la etapa de desorcion térmica o liquida.
Este tipo de técnica se ha empleado para la extraccion de HAPs en diferentes muestras de

agua o hielo [269, 270] o con el biomarcador 10HPyr en orina [271, 272].
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Métodos de preparaciéon de muestras sdlidas

Entre los métodos de extraccién que se emplean para muestras sélidas destacan:

La extraccidon Soxhlet es la técnica cldsica de extraccion en muestras sdlidas. La
principal desventaja que presenta esta técnica es el elevado consumo de disolvente y el
tiempo requerido para el analisis que suele llegar a ser de entre 8 y 48 horas [273]. Esta técnica
se ha empleado para la extraccidon de HAPs, por ejemplo, en suelos, lodo, sedimento, pescado,

y alimentos [274-276].

La extraccion asistida por ultrasonidos (USE) es otra técnica tradicional. Son ondas
sonoras con una frecuencia de vibracidn de entre 16 kHz a 1GHz que generan en el medio una
cavitacion acustica, es decir la formacién de burbujas y su posterior implosion. Esto hace que
se generen microgradientes de elevada presién y temperatura durante cortos intervalos de
tiempo. El efecto mecanico de los ultrasonidos favorece la penetracion del disolvente en el
solido, acelerando la transferencia de masa y mejorando la eficacia. Es un método sencillo que
no requiere un equipo especializado. En HAPs se ha empleado en suelos, sedimentos, lodo,
alimento o material bioldgico [277-279]. De igual forma, esta técnica se ha empleado en

muestras de aire para compuestos hidroxilados como el 10HPyr o el 20HPhe [280].

La extraccion con fluidos supercriticos (SFE) emplea para la extraccion fluidos
supercriticos los cuales presentan propiedades intermedias entre un gas y un liquido, lo que
favorece su penetracidn en las distintas matrices. Se puede variar la densidad de los mismos
variando la presidn y la temperatura, por lo que las extracciones pueden ser muy selectivas.
[281]. El fluido se bombea a una presidn superior a su punto critico a través de la muestra. La
temperatura de ésta aumenta hasta superar dicho valor critico. Después de |la
despresurizacién, los analitos se recogen en un pequefio volumen de disolvente o en un
adsorbente. Entre sus principales ventajas se pueden citar las siguientes: pequefios volimenes

de muestra y disolvente, reducido tiempo de andlisis, procesos facilmente automatizables y
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baja toxicidad. Entre sus desventajas cabe citar el alto coste del equipo. En HAPs y sus
derivados se ha empleado por ejemplo, en lodos, suelo o alimentos [282-287], incluido el

biomarcador 10HPyr en muestras de agua y sedimento [288].

La extraccién asistida por microondas (MAE) es una técnica que constituye una
herramienta poderosa que permite extracciones rapidas y eficientes en matrices que tienen
una gran complejidad. Entre sus ventajas se pueden citar la de realizar extracciones
simultdneas, permitiendo la reduccién del tiempo de extraccién y el consumo de disolvente. Se
basa en el uso de la energia generada por las microondas para conseguir que los analitos de
interés pasen de la muestra a un disolvente. El interés por esta técnica ha aumentado en estos
ultimos afios. En 1994 Lépez-Avila et al presentaron la primera publicacion donde se aplicaba
esta técnica para la extraccion de varios contaminantes en suelos entre los que se encontraban
los HAPs [289]. La MAE resuelve algunos de los problemas asociados a otras técnicas como una
disminucién del tiempo de extraccion y una reduccion del volumen de disolvente. Su mayor
limitacion es que el disolvente ha de separarse fisicamente de la matriz, mediante filtrado o
decantacion después de la extraccidon. Otras matrices en las que se ha empleado esta técnica
para la extraccidon de HAPs han sido alimentos [290], galletas [279], pescado [291] y suelo, en
el que también se han podido determinar los derivados hidroxilados, entre ellos el 10HPyr

[235, 292], por citar algunos.

La extraccion con liquidos presurizados (PLE) combina la extraccion con disolventes a
alta temperatura y presidn, lo que conduce a procesos mas rapidos, empleando para ello
volumenes menores. Es una técnica altamente automatizada, a tener en cuenta en analisis de

rutina [293].

Para la extracciéon en HAPs se ha empleado en diferentes matrices con recuperaciones
igual de efectivas que en las técnicas tradicionales. Por ejemplo se ha empleado en muestras

de café [294], muestras de mejillon [295] o en suelos [296].
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Esta técnica es util en andlisis de rutina en muestra medioambientes y alimentos,
dando como resultado medidas altamente reproducibles. Entre sus inconvenientes, el elevado

coste del equipo y la complejidad de la etapa de preparacién.

La dispersion de la matriz en fase sélida (MSPD) fue introducida por Barker et al en
1989 [297]. Esta basada en la disrupcién de la muestra y la extraccion de los analitos de
matrices sélidas o semisdlidas. A la vez que se produce la disrupcién de la muestra se genera
un material que posee un caracter cromatografico Unico, lo que permite la separacion de los
analitos de interés. Ofrece la posibilidad de realizar un fraccionamiento de los componentes de
la matriz, eluyendo selectivamente uno o varios compuestos de una misma muestra. Se reduce
el tiempo y el consumo de disolventes al aunar la etapa de extraccion y limpieza a un Unico
paso [211]. Entre las matrices empleadas para la extraccién de HAPs con ésta técnica se puede
citar, aguas residuales [298], miel [299], suelos [300] o algas, matriz en la que se analizan, tanto

HAPs como sus metabolitos[301].

4.2. ANALISIS INSTRUMENTAL

Debido a sus caracteristicas fisico quimicas, los HAPs pueden ser determinados con un
gran numero de técnicas instrumentales. Al ser compuestos que presentan fluorescencia, los
detectores fluorescentes aportan gran sensibilidad al analisis. La determinacidn de los HAPs se

realiza habitualmente mediante HPLC o CG acopladas a diferentes sistemas de deteccién.

La cromatografia liquida (HPLC) es la técnica de separacién mas ampliamente utilizada
en la determinacidon de HAPs. Esta técnica ofrece una gran versatilidad debida a la posibilidad
de actuar sobre la selectividad entre los compuestos, modificando las interacciones
disolucién/fase mavil/fase estacionaria, lo que se consigue eligiendo y optimizando la columna
y la composicién de la fase mévil. La HPLC se emplea con un gran nimero de HAPs y sus

metabolitos incluso de alto peso molecular, los cuales no pueden ser analizados mediante GC.
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La deteccidn UV y FD son las mads utilizadas para la determinacidn de estos compuestos
tras su separacion mediante HPLC, aunque también se han realizado estudios donde se
acoplaba HPLC-MS para HAPs y sus metabolitos [75, 302, 303]. Esta técnica cromatografica ha
sido empleada con numerosas matrices, entre ellas muestras de leche, tanto humanas como
de rumiantes o de preparados alimenticios [304], en alimentos infantiles [46], o en sedimentos
marinos, empleando como detector el espectrofotometro de diodo array o DAD [305], por
citar algunas. Por otra parte, los espectros de UV ofrecen informacidon muy util a la hora de

confirmar identidades [292, 306].

Sin embargo, el detector de fluorescencia sigue siendo uno de los mas utilizados
debido a que ofrece una gran sensibilidad y selectividad porque muy pocas moléculas
presentan fluorescencia. Este tipo de detector permite la determinacién a nivel traza de los
analitos, lo que en muestras medioambientes o de biovigilancia, donde las matrices son
complejas, es muy importante. Se ha empleado en suelos, sedimentos, lodos, agua o carne

para consumo [242, 292, 307, 308].

La deteccién mediante espectrometria de masas (MS) o el tdndem MS-MS es mas
selectiva que la FD. Sus resultados son mas exactos, permitiendo la identificacién de
compuestos con picos cromatograficos no resueltos. Es una técnica mas cara, por lo que la FD
sigue siendo la mas utilizada y disponible en cualquier laboratorio. Mediante ésta técnica se
han determinado HAPs o sus metabolitos en muestras de gasolinas [309], mejilléon [310] o

aguas [311].

La cromatografia de gases (GC) se emplea habitualmente ya que tiene un elevado
poder de resolucion. La deteccidn se suele llevar a cabo mediante un detector de ionizacién de
llama (FID) o masas (MS), la cual aporta una mayor sensibilidad. La retencién y separacion en
esta técnica se ve afectada por el tipo y cantidad de disolvente, las condiciones de inyeccién y

el programa de temperatura. Los HAPs de bajo peso molecular eluyen antes que los
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compuestos con mayor peso. Es importante optimizar la fase estacionaria adecuada. Estas
suelen ser compuestos metil y fenil polisiloxanos [310]. Hasta el momento, no se dispone de
una columna cromatografica que permita la separacion de todos los HAPs que se encuentran
en el medio ambiente, por lo que para la cuantificacion de estos analitos se emplean multiples

columnas, incrementando el coste y tiempo de analisis.

El empleo de GC/MS frente al GC/FID para el andlisis de matrices complejas como
pueden ser las empleadas en biovigilancia ofrece la oportunidad de obtener resultados
notables en términos de sensibilidad y selectividad. Por ejemplo, Romanoff et al [312]
determinaron 23 metabolitos hidroxilados, entre los que se encuentran varios biomarcadores,
encontrandose limites de deteccién del orden de los pg/mL. Wang et al [313] estudiaron la
contaminacion del aire, analizando tanto HAPs como sus derivados hidroxilados. Gupta et al

[260] determinan metabolitos hidroxilados en muestras de orina empleando un GC-MS-MS.

Uno de los detectores mas utilizados junto en MS es el detector de impacto
electrénico con cuadrupolo (El). Aunque la fragmentacion de los HAPs es poca, las sefales son
intensas consiguiéndose bajos limites de deteccién [314]. Es un método sencillo con un coste
razonable por lo que su utilizacion es muy habitual. Se ha empleado en miel para la
determinacién de HAPs [299], en orina para la deteccidn de derivados hidroxilados entre los
que se encuentra el biomarcador 10HPyr [267, 268] o en derivados hidroxilados del fluoreno

[117], por ejemplo.

La ionizacién quimica negativa y positiva (PCI/NCI) son modos de ionizacién

IM

alternativas al anterior. En la ionizacién quimica se forman iones a partir del “gas reactivo” por
bombardeo de electrones. Los iones del gas reactivo sufren reacciones con moléculas de la
muestra, produciendo iones de los mismos. El gas reactivo mas comun es el metano.

Empleando como gas reactivo amonio y demetil éter, Riahi et al obtuvieron resultados mas

selectivos para compuestos de los HAPs [315]. De igual forma, Yurchenko et al emplearon
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amonio como gas reactivo (GC-NCI/MS) para compuestos de pescado, ahumados y aceites
[316], viendo en su estudio que los valores eran similares a los obtenidos por HPLC y que la
ionizacién quimica positiva era mas selectiva para estos compuestos, llegando a resultados del
orden de 0,3 ppb. Los compuestos hidroxilados de los HAPs también se han podido determinar
con ambos modelos de ionizacién, medidas con las que se han llegado a obtener limites de

deteccién del orden de los ng [317].

Otra alternativa es la MS con trampa de iones (I-MS) empleada por ejemplo en agua de
mar, mejillones, o sedimentos [248, 318]. Este detector se ha empleado para determinar el
biomarcador 10HPyr en orina [319] o el metabolito del pireno 10H glucdsido en tejido marino

[320].

La cromatografia de gases con detector de ionizacién de llama (GC-FID) proporciona
una respuesta proporcional al nimero de carbonos, por lo que se pueden cuantificar
compuestos dentro del mismo grupo de isémeros. En muestras medioambiantales se han
detectado HAPs en particulas aéreas [321], aguas [322] o en sedimentos [323]. De igual forma
se han determinado compuestos hidroxilados de HAPs en muestras de orina con

recuperaciones en torno al 76% [324].

Otros detectores mas actuales incluyen la TOF/MS (espectrometria de masas/”tiempo
de vuelo”) que utiliza ldser de superficie y espectrometria de masas para analizar mezclas
complejas. Uno de los aspectos mds importantes es que se puede adquirir la masa exacta, la
informacion full-scan y los datos cuantitativos de manera muy rdpida. Tiene una gran
resolucion respecto al cuadrupolo simple. Se ha empleado para determinar HAPs en muestras
de té [325], aceites [326] o cenizas [327]. Asi mismo, se han podido llevar a cabo estudios de
biovigilancia para medir la exposicion de HAPs en poblacidon no fumadora con proximidad a
una planta de aluminio. En este estudio se analizan tanto HAPs (pireno, naftaleno, criseno,

fluoranteno, benzo[alantraceno), como el biomarcador 10HPyr [328].
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Dentro del estudio de la biovigilancia ha cobrado importancia la GC acoplado a un
radioisdtopo (IRMS). Esto es debido a que con esta técnica pueden determinarse las fuentes
de emisidon de HAPs al medio. La GC esta acoplada a un horno de combustidn, de modo que la
composicion isotdpica del CO, resultante se analiza continuamente con un MS. La relacion
entre el compuesto a analizar y el isétopo sirve para determinar cuantitativamente las fuentes
de emision de los HAPs. Esta técnica se ha empleado en estudios de contaminacién tanto

marinos como terrestres [329, 330].

En la siguiente Tabla 4.1 se muestran los métodos de deteccién propuestos por la EPA

para distintos HAPs en distintas matrices.

Tabla 4.1. Métodos seleccionados de la US EPA para la determinacion de HAPs en el medio

ambiente
Método Enfoque Titulo del documento Ref
TO-13A Determinacidn de HAPs en ambiente “Compendium of Method for de [331]
empleando CG/MS Determination of Toxic Organic Compounds in
Ambient Air” Second Edition
525.2.Rev 2.0 Compuestos organicos por extraccion L-Sy Methods for the Determination of Organic [332]
columna capilar GC/MS Compounds in Drinking Water-Supplement Il
550, 550.1 HAPs, extraccion L-Ly HPLC - UV y deteccién “Methods for the Determination of Organic [255]
FD Compounds in Drinking Water-Supplement |”
610 Métodos para el andlisis de compuestos Guideline establishing test procedures for the [333]
organicos de agua municipal e industrial de analysis of pollutants
desecho. HAPs
8270C Compuestos organicos semivolatiles por “Test Methods for evaluating solid waste, [334]
GC/MS physical Chemical methods”
8275A Compuestos organicos semivolatiles (HAPs y Test Methods for evaluating solid waste, [334]
PCBs) en suelos y lodos. Extraccion térmica y physical Chemical methods”
GC/MS
8100 HAPs (GC) Test Methods for evaluating solid waste, [334]
physical Chemical methods”
8310 HAPs (HPLC) Test Methods for evaluating solid waste, [334]
physical Chemical methods”
No Preparacion de muestra y analisis de Guidance for aessing Chemical contaminant [335]

especificado

contaminantes en pescado y tejido de
pescado

data for use in fish advisories”
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El 10HPyr, como biomarcador principal de exposicion de HAPs, ha sido analizado en
numerosas matrices, por ejemplo, Chahin et al llevaron a cabo un estudio del 10HPyr en
rumiantes a los que expusieron a la ingestion de HAPs, midiendo sus metabolitos en orina y
leche [47]. Con este estudio observaron una muy buena correlacién entre la dosis de Pyr
ingerida y la cantidad transferida a la leche y recogida en orina. También observaron que la
cantidad encontrada en orina frente a la leche, era del orden del 10 veces superior,
confirmando que la mayor ruta de eliminaciéon para este tipo de xenobidticos es la orina. La
determinacién se realizd con un HPLC-FD. Otros autores como Guiavarc'h o Grova, han
confirmado estas conclusiones, realizando este tipo de estudios con diferentes rumiantes y

con diferentes técnicas como pueden ser la GC-MS [38, 53].

La matriz mas empleada para el analisis del 10HPyr es la orina, debido a que el Pyr al
metabolizarse se transforma en 10HPyr. Principalmente, en los estudios de biovigilancia esta
matriz presenta varias ventajas. Es una muestra no invasiva, con un volumen adecuado y no
siendo demasiado compleja. Este analito se ha determinado mayoritariamente con HPLC-FD
aprovechando la naturaleza fluorescente también de los derivados hidroxilados. Por ejemplo
Shahtaheri et al [45, 336] determinaron este analito en varios estudios de biovigilancia
basandose en que el Pyr es el mayor componente de HAPs en aire, guardando una relacién
entre 1,1 y el 3,8 % del total de HAPs presentes en este medio. Los resultados obtenidos en
muestras de orina para medir la exposicion humana fueron del orden de los ppb (ug/L). El
rango de concentracion en orina tanto de trabajadores expuestos como no expuestos suele
encontrarse entre 0,25-25 ug/L. [337]. Otros estudios como los de Wang et al [338] analizaban
el 10HPyr junto con otros derivados hidroxilados de los HAPs, obteniendo los mismos ordenes
de trabajo de concentracién en orina. Por lo tanto, la concentracién a la que se suele trabajar
en muestras de orina estd situada en el orden de las ppb [107]. Por otra parte, aunque existen

estudios donde se alcanzan niveles de deteccién del orden de las ppt (ng/L) [272], las
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concentraciones en las que se suele encontrar el 10HPyr en orina tanto en trabajadores

expuestos como los que no, son del orden anteriormente mencionado.

Otras técnicas que se han empleado para los HAPs o sus metabolitos han sido, por citar
las mas empleadas, HPLC con deteccidn ultravioleta [339], HPLC con detector de masas (MS),
con detector diodo array o DAD [340, 341], técnicas quimioluminiscentes de ensayos
enzimaticos [342], cromatografia de gases-masas (GC-MS) [266, 267, 312, 343], GC con

detector de ionizacién de llama [344], HPLC-MS-MS [345], o electroforesis capilar [346].

La Tabla 4.2 recopila algunas referencias bibliograficas tratadas a lo largo de este
capitulo, resumiendo los tipos de analitos y las diversas técnicas empleadas asi como los

diferentes resultados analiticos obtenidos.

Tabla 4.2. Resumen bibliogrdfico del andlisis de HAPs y sus metabolitos

Analito matriz Técnica Técnica LOD R% RS% Ref
Extraccion deteccion
30HBJ[alpyr Orina SPE HPLC-FC 0,07 pmol/L 3-4 [252]
Derivados Orina SPE/SPME CG-MS 0,8-43,5 ng/L [266]
hidroxilados
Benzo[a]pyr Caféy MISPE- HPLC-FD 72,5- [232]
agua 96,5

Derivados Orina SPE HPLC-MS 0,002-0,010 7-27% [75]
hidroxilados mug/L

HAPs Lodos Soxhlet-SFE HPLC-FD 0,1-1 mg/kg 70 6-20 [282]

HAPs Suelo SFE HPLC 3,23-9,06 95-100% [283]
mg/kg

HAPs Carne SFE HPLC 0,2-0.6 77-103 <10 [290]
mug/kg

HAPs Pescado SFE GC/MS 9,5-13,5 100 [285]
mung/g

HAPs Galletas SFE/Soxhlet/USE HPLC/FD 0,05-0,7 ng/g 95-105 [279]

HAPs Polvo PLE HPLC 88,5-113 2-6.7% [293]
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Analito matriz Técnica Técnica LOD R% RS% Ref
Extraccion deteccion
HAPs Café PLC HPLC-DAD 0,11-0,18 70-106% [294]
mug/kg
CG-MS
HAPs Mejillon PLC GC-MS 0,1-0,25 70-110 4-14 [295]
mug/kg
HAPs Agua MSPD HPLC-FD 0,0001-0,005 76-104 0,07-1,5 [298]
residual ug/g
MAE
HAPs Miel MSPD CG/MS 0,04-2,9 80-101 6-15 [299]
mu/kg/h
HAPs y derivados Algas MSPD HPLC-FD 2-6 pg/mg 40-66 <5 [301]
del
benzo[a]pireno
HAPs Lodos MAE HPLC-FD 4-62 ng/g 52-110 <10 [292]
HAPs Pescado y HPCL 0,3 ppb 75-87 7-13h [316]
aceite
GC-MS
HAPs agua SPE GC-MS 15-120 ng/L <10 [322]
HAPs Pescado MAE HPLC-FD 0,07-0,53ng/g 90 0,9-4,9 [291]
HAPs Suelo MSPD HPCL-FD 0,01-0,6 ng/g 94 <2 [300]
HAPs Leche Extraccion L-L HPLC-FD 1,3-76ng/kg 94 3,5-9,8 [304]
HAPs Sedimento MAE-SPE HPLC-DAD- 100 ng/g 47-102 11-13 [305]
marino PCI-MS (ppb)
10HPyr Orina Extraccién L-L - HPLC-FD 0,2 pug/L 87,32 0,07- [45]
0,88
10HPyr Orina SPE HPLC-FD 0,02 pg/L 99,96 <3 [336)
10HPyr Orina SPE HPLC-FD 5ng/L 99 2-4 [337]
10HPyr Orina SPE HPLC-FD 0,044 pg/L 62-83 2,3-73  [338]
Derivados orina MSPE CG-MS 0,1 nug/L 98-121 <14 [267]
hidroxilados HAPs
10HPyr Orina SBSE GC-MS 2 ng/L(ppt) 5-6,3 [272]

De la Tabla 4.2 se extraen varias conclusiones, la primera es que la capacidad

instrumental disponible en Quimica Analitica hace posible detectar contaminantes en
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muestras medioambiantales en concentraciones del orden de las ppt. Se observa una
tendencia actual en el desarrollo de nuevas metodologias basadas en la miniaturizacién vy
simplificacion de protocolos, reduciendo el consumo de disolventes, el tiempo empleado en
cada anadlisis, la cantidad de muestra requerida, disminucion de costes y disminucion también

de los residuos generados y por consiguiente mas cuidadosos con el medio ambiente [78].

Consultando la bibliografia se concluye ademas, que las dos técnicas analiticas mas
utilizadas para la determinacién de los HAPs y sus biomarcadores son la GC/MS y la HPLC/FD.
Aunque la mayor parte de los HAPs clasificados por la EPA como contaminantes prioritarios
pueden ser analizados por GC, la HPLC es mas rapida, siendo aplicable a la mayoria de los
analitos. Aunque no compite con la GC en términos de alta eficacia, la gran variedad de fases
estacionarias disponibles son capaces de proporcionar una selectividad Unica en compuestos
que son dificilmente separables mediante la GC. Entre los detectores utilizados en HPLC, el de
fluorescencia es el mas utilizado ya que aprovecha las caracteristicas fluorescentes de los
HAPs. Aunque la deteccion UV es casi universal para estos compuestos, el FD ofrece una mayor
sensibilidad y selectividad para la deteccion de HAPs. Seleccionando las longitudes de onda
adecuadas, se puede alcanzar un elevado grado de selectividad para cada HAPs individual o
bien, llegar a un compromiso entre varios compuestos que eluyen en un tiempo muy préximo.

Aun habiendo técnicas que ofrecen detecciones mas selectivas, la fluorescencia sigue
siendo un método sensible y barato para la determinacién de estos compuestos, ademads de

ser una instrumentacidon comun en cualquier laboratorio de rutina.
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5. MATERIALES Y METODOS

5.1. MATERIALES

Para la realizacién de esta Tesis Doctoral se han empleado los siguientes reactivos,

materiales e instrumentacion:

5.1.1. Reactivos

1-hidroxipireno en concentracién 10 ng/uL en acetonitrilo, Dr Ehrenstofer

(Alemania)

e 1-hidroxipireno sdlido cristalino, Dr Ehrenstofer (Alemania)

e 1-hidroxifenantreno, 2-hidroxifenantreno, 3-hidroxifenantreno y,4-
hidroxifenantreno, todos ellos en concentracién 10 ng/ulL en acetonitrilo, Dr
Ehrenstofer (Alemania)

e Acido metacrilico ydimetilacrilato de etilenglicol, Sigma-Aldrich (Espafia)

e 2-2-Azo(bis)isobutironitrilo, Fluka (Suiza)

e Metanol (MeOH), grado HPLC, Scharlau (Espafia)

e Acetonitrilo (ACN), grado HPLC, Scharlau (Espafia)

e Diclorometano (DCM), grado HPLC, Fluka (Suiza)

Sulfato de sodio anhidro, Panreac (Espafia)

5.1.2. Disoluciones de trabajo

Las disoluciones de trabajo se prepararon con el estandar comercial de 10HPyr en ACN
en la concentracién adecuada. Estas muestras eran preparadas diariamente y conservadas en

frascos color dmbar para preservarlos de la fotodegradacién.
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Las muestra de orina fueron recogidas de nifios recién nacidos y conservadas a -20 °C

hasta su andlisis. Se ha tenido en cuenta su baja exposicion a HAPs para considerar estas

muestras como blanco del estudio.

Las muestras de leche materna fueron recolectadas de una madre lactante voluntaria,

conservadas a -20 °C hasta su utilizacion.

5.1.3. Equipos

e Sistemas de purificacion de agua Milli-Q de Millipore, Ibérica (Espafia)

e Cromatografo de liquidos de alta resolucion HPLC 1260 Infinity, Agilent Technologies
(Espana), acoplado a un detector, Hewlett Packard 1046 A, (EEUU) controlados a
través del software Chemstation for LC System (Agilent Technologies)

e Espectrofluorimetro, Perkin Elmer LS 55 (EEUU) controlado por el software FL WinlLab

Otro equipamiento

Balanza de precision, Mettler AE 200 (Espafia )

e Bafio ultrasdnico, Selecta Ultrasons (Espafia)

e Centrifugadora angular 6, Selecta (Espafia)

e Placa calefactora con sistema de agitacién, Ovan (Espafia)

e pHmetro Basic 20, Crison Instruments, (Espafia)

e Equipamiento para Soxhlet, Scharlau (Espafia)

e Estufa, Selecta (Espafia)

e Sistema de vacio para extraccion en fase solida (SPE) dotado de 20 colectores,
Varian Tecnhologies (EEUU) acoplada a una bomba de vacio, Selecta (Espafia)

e Horno microondas CEM MARS 5, Vertex Technics (EEUU)
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e Bomba peristaltica del sistema de andlisis por inyeccion en flujo (FIA), minipuls 2,

Gilson (EEUU)

5.1.4. Otro material

e Columna analitica ZORBAX Eclipse PAH (4,6x150 mm, 3,5 um) con pre-columna
empaquetada con el mismo material (Salva Eclipse PAH 4,6x12,5 mm 5 um), Agilent
Technologies (Espaiia)

e Cartucho para SPE de 1mL de capacidad, Agilent Technologies (Espafia)

e Cartucho de SPE Isolute 50 mg de C-18 de 1 mL de capacidad, Symta(Espafia)

e Fritas para cartucho SPE de 1mL, %”, 20um, Varian (EEUU)

e Filtros de polipropileno Whatman PPW/GMF con un tamafio de poro de 0,45 um,
Sigma-Aldrich (Espafa)

e Malla de Nytal de 25 um de tamafio de poro, Saferr Nytal (EEUU)

e Vasos Green Chem para la extraccion asistida por microondas (MAE), Vertex Technics
(EEUV)

e Tubos de teflon para el desarrollo FIA 0.8x1.6 mm, Sigma Aldrich (Espafia)

e Cubetas de cuarzo Hellma 176.051-QS (Quartz Suprasil ®) 150 pL, Perkin ElImer (EEUU)

e Filtro Cameo 3N Syringe Filter, Nylon 0,45 Micron, 300 mm, 100/Pk, Scharlab (Espafia)

5.2. METODOS

5.2.1. Determinacion analitica del 10HPyr

Los procedimientos seguidos en el estudio de las variables experimentales para los
distintos sistemas y métodos de determinacion del 10HPyr, se describen en detalle en los

apartados correspondientes.
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No obstante, se va a describir a continuacidn la determinacion analitica del 10HPyr

que sera comun en los diferentes apartados de esta Memoria.

5.2.2. Procedimiento cromatografico

Para determinar las recuperaciones y validar los procedimientos propuestos se
analizaran las concentraciones del analito en las diferentes etapas mediante cromatografia de

liqguidos con detector de fluorescencia (HPLC-FD).

Asi, la identificacion y cuantificacion del 10HPyr se llevé a cabo empleando un equipo
HPLC (Agilent Technologies 1260 Infinity) con columna ZORBAX Eclipse PAH (4,6x150 mm, 3.5
um). Previa a la columna se acoplé una pre-columna empaquetada del mismo material para

salvaguardarla.

La elucién se llevé a cabo en modo isocratico empleando como fase mdvil una mezcla
MeOH/H,0 de (88:12, v/v), a una velocidad de flujo de 1 mL/min. Se mantuvo a temperatura
ambiente. La columna y las longitudes de onda de excitacion y emision (Aex/Aem) fueron 242 y
388, respectivamente, con una ganancia de 10 para el detector de fluorescencia. En estas
condiciones se obtenia la elucién del analito en un tiempo total de 3,2 minutos (Figura 5.1). La
muestra se inyectdé manualmente empleando un bucle de 20 pL. El detector de fluorescencia
utilizado fue un Hewlett Packard 1046. Todo el equipo fue controlado por el software

Chemstation de Agilent Technologies preparado para HPLC-FD.

La eleccion y optimizacion del método cromatografico tuvo como prioridad la sencillez,

intentando evitar la utilizacion de medios salinos, y gradientes.

El procedimiento cromatogréfico fue optimizado para analizar el 10HPyr y los

isdmeros hidroxilados del fenantreno.
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Figura 5.1. Cromatograma del 1-hidroxipireno

5.2.3. Optimizacién del método cromatografico (HPLC-FD)

Para la eleccién del método cromatografico se realizé una revision bibliografica de los
distintos métodos publicados [46, 47, 54, 99, 101, 102, 105, 108, 120, 338, 341, 345, 347-358].
Sobre todo, se priorizé la buisqueda de procedimientos rapidos y sencillos que evitasen los
medios salinos en la fase movil [347] y si fuera posible en modo isocratico [357]. Para el
desarrollo del método se escogid la columna ZORBAX Eclipse, especifica para la separacion de
los HAPs a la que se acopld una pre-columna para alargar su vida util, rellena con el mismo

material especifico. Se trabajé siempre a temperatura ambiente.

Las variables optimizadas fueron la longitud de onda de excitacién y emisidn, la
composicion de la fase movil, la velocidad de flujo, la temperatura de trabajo y las variables del

detector.

La eleccidn de las distintas longitudes de onda que se probaron se basé en la revision
bibliografica realizada [47, 54, 101, 102, 105, 108, 120, 338, 341, 347, 350, 353, 359, 360]. Las
longitudes de onda recogidas en estos articulos fueron: Aey/Aem: 346/389, 229/400, 265/432,
270/378, 348/388, 347/381, 348/395, 242/390; 242/388, 240/388 nm, respectivamente.

Después de los estudios previos realizados, finalmente se adoptaron como longitudes
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de onda de trabajo 242/388 nm, siendo éstas las mismas que utilizaron Jongeneelen et al [20]

en sus determinaciones.

La optimizacidon de la fase movil se realizd de la misma manera, partiendo de la
revision bibliografica y a un flujo de 1 mL/min. Las principales fases moviles utilizadas
contenian ACN/H,0 o MeOH/H,0 en distintas proporciones y gradientes [46, 47, 54, 95, 101,
102, 108, 120, 302, 338, 341, 345, 348, 350, 353, 354, 356, 357]. Primeramente se utilizo la
fase mévil compuesta por ACN/H,0 en varias proporciones. Se probaron composiciones en el
intervalo creciente de ACN en las siguientes relaciones (v/v): 20:80, 30:70, 40:60, 50:50, 60:40,
70:30, 80:20, 90:10, 100:0. Los resultados obtenidos en ninguno de ellas fueron considerados

adecuados para la determinacion el 10HPyr en estas condiciones.

En otros estudios como el de Beach et al [302] se empleaban mezclas de estos tres
disolventes como fase moévil, MeOH:ACN:H,0, (38:57:5,v/v:v), pero dicha fase movil, ni otras
proporciones ensayadas, modificando las iniciales del estudio, como fueron (90:5:5,v/v:v,
85:7,5:7,5,v/v/v. o 95:2,5:2,5v/v/v), daban como resultado picos cromatograficos

cuantificables.

Finalmente, se probd la composicion MeOH/H,0 en distintas proporciones crecientes
de H,0. Estas fueron 100:0, 90:10, 80:20, 70:30, 60:40, 50:50, 40:60, 30:70, 20:80, 10:90, 0:100
(v/v). En estos ensayos se observd, en coherencia con la naturaleza del analito, que el

incremento de agua en la fase mévil hacia retrasar la aparicion de los picos.

Se considerd dptima la composicion de fase moévil formada por MeOH/H,0 88:12,v/v,

en modo isocratico, también utilizada previamente por otros autores [359].

El siguiente paso fue ajustar la velocidad de flujo para mejorar la resolucién. Valores
por debajo de 1 mL/min daban sefiales o picos anchos y mal definidos (velocidades de 0,5 6 0,8

mL/min), velocidades superiores daban tiempos de retencion muy cortos dificultando la
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medida con el pico de inyeccidn (velocidades de 1,2 6 1,4 mL/min). Se optd por el valor de flujo
de 1 mL/min al dar una buena resolucién y definicion de pico para 10HPyr. En estas

condiciones optimizadas el tiempo de retencién para el analito fue de 3,2 min.

Por ultimo, se optimizaron las variables del detector de fluorescencia modificando el
grado de ganancia del detector para aumentar la sefal respecto al ruido. Las ganancias
probadas fueron 5, 8, 10 y 12, observandose que la mejor resolucion se obtenia con una

ganancia del instrumental de 10.

Una vez obtenidas las condiciones cromatograficas dptimas de andlisis se procedio a
preparar distintas curvas de calibrado para el 10HPyr en un intervalo entre 0,15y 2,0 ug/L
siendo estudiada la linealidad de tres curvas de calibrado en disolucién organica (ACN), (Figura

5.2).

Para las muestras sintéticas, la media de la ecuacidn de la recta fue y=20,492 x + 9,705
presentando una buena linealidad con un coeficiente de correlacién medio de 0,9705. El limite
de deteccidn (LOD) y cuantificacidn (LOQ) obtenidos fueron 0,11y 0,17 pg/L, respectivamente
calculados segun recomendacién de Miller et al [361] como aquella concentracién de analito
que produce una sefial igual a la media de las sefiales del blanco mas 3 (LOD) 6 10 (LOQ) veces

la desviacién estandar de la misma. La recta de calibrado se representa en la Figura 5.2.
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Figura 5.2. Recta de calibrado del 10HPyr para muestras sintéticas

De igual forma se prepararon curvas de calibrado utilizando muestras de orina
dopadas con disolucion estandar de 10HPyr en el mismo intervalo de concentraciones. Previo
a su inyeccién en el cromatdgrafo, la muestra fue filtrada empleando un filtro Whatman de un

tamafio de poro de 0,45 um.

60

50

40

30

Areapico

y =20,439x+ 7,6172
20 RZ=0,9979

0] 0,5 1 1,5 2 2,5
Concentracion 10HPyr ppb

Figura 5.3. Recta de calibrado del 10HPyr para muestras de orina

En este caso, se obtuvieron los siguientes datos: y=20,439 x + 7,6172, presentando una

buena linealidad con un coeficiente de correlacién medio de 0,9979. El limite de deteccidn
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(LOD) y cuantificacion (LOQ) fueron calculados siguiendo el mismo procedimiento que el
empleado para las muestras sintéticas, siendo éstos 0,05 y 0,17 pg/L respectivamente. De la

misma manera se muestra en la Figura 5.3 la recta de calibrado para las muestras de orina.
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6. SINTESIS Y CARACTERIZACION DE POLIMEROS DE IMPRESION
MOLECULAR

6.1. INTRODUCCION

Los polimeros de impresion molecular (MIP) suponen un nuevo enfoque en la
preparacion de materiales funcionales. Estos polimeros van a ser desarrollados mediante
técnicas reproducibles a través de una sintesis no covalente pero siguiendo distintas
estrategias de polimerizacidon, dando como resultado polimeros de caracteristicas distintas

cuyo comportamiento serd evaluado respecto al analito plantilla.

Basandonos en la bibliografia y en experiencias anteriores, los componentes elegidos
para la sintesis de polimeros en los que el 10HPyr es la plantilla, fueron; MAA como
mondmero funcional, EGDMA como entrecruzante, AIBN como iniciador de la polimerizacién y
ACN como disolvente. El polimero se sintetizé en este medio para favorecer las interacciones
electrostaticas y los puentes de hidrégeno entre la plantilla y el monémero funcional [232].
Para la eleccion de estos componentes y sus proporciones se partid del trabajo inicial de

Vlatakis et al [131] y de Krupadam et al que emplearon el B[a]Pyr como analito plantilla [362].

6.2. DESARROLLO DE LA METODOLOGIA

La sintesis de los polimeros se ha llevado a cabo empleando dos estrategias diferentes
de polimerizacién, la polimerizacién en bloque y la polimerizacidon por precipitacion. Se

describen a continuacién como se realizaron dichos procedimientos.

6.2.1. Sintesis de polimeros de impresién molecular en bloque (MIPpoque)

Para la sintesis de los polimeros en bloque, que es el procedimiento mas utilizado en la

sintesis de polimeros de impresion molecular, se utilizé:

e 10 mg de 10HPyr como plantilla
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e 22,3 ulL de MAA como monémero funcional
e 350 pL de EGDMA como entrecruzante
e 79,7 mg de AIBN como iniciador de la polimerizacién

e 0,622 mL de ACN como disolvente o porégeno

La polimerizacién fue llevada a cabo en un frasco de cristal de 35 mL de capacidad en
una relacién molar 1:6:40 (10HPyr/MAA/EDGMA). La mezcla se dejo reposar durante 5

minutos tras los cuales se incorporaron el iniciador y el porogeno en relacién 3:5.

El polimero no impreso (NIPyque ) fue preparado de la misma manera que el polimero

impreso pero en ausencia de plantilla (10HPyr).

La solucidn resultante fue purgada con nitrégeno y sonificada durante 10 minutos en
un bafio de ultrasonidos para eliminar la presencia de oxigeno que pudiese impedir la

polimerizacidon. La mezcla se tapa y protege con papel de aluminio para evitar la posible
fotodegradacién del analito siendo transferida a un bafio termostatizado de silicona a 60 °C
durante un periodo de 24 horas. Se eligié la silicona frente al agua para evitar las posibles
pérdidas por evaporacion. La polimerizacidon, por tanto, se inicid térmicamente. Después de

esto, el polimero obtenido es mantenido en una estufa atemperada a 60 °C por un periodo de

24 horas.

Tras este proceso, se ha formado un monolito en bloque del polimero que habra que
triturar y tamizar, obteniendo distintos tamafios de particula. El tamizado se efectud en

himedo empleando metanol como disolvente, tras lo cual, los polimeros fueron secados en

estufa a 60 °C. Dependiendo de la aplicacion que se le pretenda dar posteriormente, se

escogera la fraccidon de tamafio mas adecuada a dicha aplicacion.
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La extraccién de la plantilla se ha llevado a cabo empleando un método de extraccién

por microondas.

Mds concretamente, el procedimiento llevado a cabo por Bravo et al en 2005 [363]. En
un vaso de muestra Green Chem, que contendra al MIP, se afiaden 30 mL de MeOH junto con
un agitador magnético para facilitar la extraccién. De igual forma se procederd con el NIP. La
programacion del microondas que permitid la extraccién de la plantilla seria la siguiente: se

programo el microondas a una potencia de 400 W con una rampa de temperatura durante 5

minutos hasta alcanzar los 100 °C. En ese momento, se mantiene al 85% de su potencia

durante 20 minutos mas. Una vez transcurrido el proceso, se dejan enfriar los vasos antes de
abrirlos hasta alcanzar la temperatura ambiente con la finalidad de evitar riesgos por
salpicadura. El MIP y el NIP se recuperan por filtracién a vacio, eliminado el disolvente. El
procedimiento de extraccidon se repitié tres veces, comprobando y asegurando de esta

manera, la extraccion completa de la plantilla.

Tanto el MIP como el NIP se dejaron secar en estufa a 60 °C. Una vez secos, son

pesados y empaquetados en cartuchos de SPE de propileno con una capacidad de 1 mL. En
este caso y para esta aplicacidn, se escogié un tamafo de particula comprendido entre 100-
200 um que se dispuso entre dos fritas de tamafio de poro 20 um para evitar las pérdidas de

polimero durante todo el proceso.

6.2.2. Sintesis de polimeros de impresién molecular por precipitaciéon (MIP )

Basado igualmente en la polimerizacién radicalica de mondmeros, la polimerizacidn
por precipitacién siguid el protocolo anteriormente descrito pero con alguna modificacién para

permitir la precipitacion del polimero y la formacidon de microesferas.

En este caso se emplearon las siguientes cantidades:
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e 10 mg de 10HPyr como plantilla

e 22,3 uL de MAA como mondmero funcional

e 350 pL de EGDMA como mondmero entrecruzante

e 79,7 mg de AIBN como iniciador de la polimerizacion

e 8,95 mL de ACN como disolvente

Para que la sintesis del polimero por precipitacion MIP ., tuviese lugar, se dispuso en
un frasco con rosca de 35 mL de capacidad 22,3 uL de MAA, 350 uL del mondémero
entrecruzante EGDMA, y 10 mg del analito plantilla 10HPyr, siendo su relacién, como en el
caso anterior plantilla/mondmero/entrecruzante de 1:6:40. A diferencia del desarrollo
anteriormente descrito, se afiadié una barra magnética para permitir y facilitar la agitacion de
la disolucidn. Se dejé reposar la mezcla durante 5 minutos. Se afiadieron 79,72 mg del iniciador
AIBN y 8,95 mL de ACN, de tal forma, que la relacidn de volumenes entre los mondmeros y el
disolvente fuese de 1:24, dandose un exceso de disolvente en la disolucién responsable, junto
con la agitacién, de la formacién de microesferas. El frasco se tapd y se cubrié de papel de

aluminio.

Paralelamente se preparé el NIP.p, Salvo que para preparar el polimero no impreso,
no se anadié el 10HPyr. El polimero asi formado, se someterd a los mismos procedimientos

que el MIP.

De la misma forma que en la polimerizacidn en bloque, las mezclas de polimerizacion
(MIPprecip, NIPgrecip ) S€ purgaron con nitrégeno, sonicdndose en un bafio de ultrasonidos. El
bafio de silicona en este caso se prepard con agitacién .Para no interferir en la agitacién

individual de cada uno de los polimeros, el MIP y el NIP ocuparon bafios independientes. El

proceso de polimerizacion se inicid térmicamente a una temperatura de 60 °C y una agitacion

de 100 rpm. Para conseguir esta agitacion, al bafio también se le afiadié una barra magnética
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SINTESIS Y CARACTERIZACION DE POLIMEROS DE IMPRESION MOLECULAR

que hizo girar la barra interior del frasco que contenia tanto al MIP e, cOmo al NIPpecip. En

dicho bafio permanecieron durante 24 horas.

Se incluye a continuacién en la Figura 6.1 una fotografia tomada en el laboratorio para
mostrar como se dispusieron las dos barras agitadoras para que la polimerizacién por

precipitacién tuviese lugar.

Figura 6.1. Agitacion del MIP i,

Trascurridas las 24 horas, ambos frascos, (MIPpyecip, NIPprecip) Son trasladados a una

estufa previamente calentada a una temperatura de 60 °C donde permaneceran otras 24

horas. Pasado este tiempo vy finalizada ya la polimerizacion, se procedera a extraer la plantilla.
Se llevd a cabo empleando 80 mL de metanol como disolvente de lavado. La primera dificultad
encontrada, derivada del pequefio tamafio de particula, era que éstas no escapasen del filtro
con la consiguiente pérdida del polimero. Se solventé envolviendo la muestra con una malla de
25 um de tamafio de poro (Nytal, Safer), recubierta a su vez por papel de filtro e introducida
en un cartucho de celulosa que se incorpord al sistema Soxhlet. El proceso de extraccion
continud hasta que se comprobd que en el disolvente recogido no se detectaba la presencia
del 10HPyr medido en el HPLC-FD. La extraccion tuvo una duracion de 28 horas,

considerablemente mayor a la extraccion asistida por microondas del procedimiento anterior.
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Finalmente, el polimero es centrifugado filtrado y dejado secar en estufa a 60 °C. Tras

pesarlo se obtuvieron 125,8 mg que se incorporaron a un cartucho de SPE de 1 mL entre dos

fritas de 20 um.

6.2.3. Caracterizacion morfoldgica. SEM

La morfologia del polimero fue examinada con un SEM S-3000N del departamento de
Matematicas, Fisicas y Fluidos de la Facultad de Ciencias de la UNED. Las microfotografias
obtenidas del polimero MIPgecip ¥ NIPyrecip S€ tomaron bajo el método de dispersion. En este
procedimiento 10 mg de polimero se disolvieron en 4 mL de etanol (96%). La disolucién
resultante fue trasladada a un bafio de ultrasonidos durante 30 segundos para romper los
posibles conglomerados formados. Posteriormente, una pequeiia cantidad de muestra, unas
tres gotas conteniendo particulas diluidas en dispersidn, se colocaron sobre un portaobjetos
secandose a vacio para poder ser recubiertas por pulverizacidon catédica de Au/Pd (Polaron
Range SC7620) debido a la baja conductividad eléctrica de la muestra, necesaria para ser

observada por SEM.

6.2.4. Isotermas de adsorcion

Los experimentos de adsorcién fueron llevados a cabo estudiando las uniones del
analito objeto de estudio, 10HPyr en el MIP y en el NIP sintetizados tanto en bloque como por
precipitacién. Los experimentos se realizaron en batch. Para ello se tomaron 20 mg de cada
uno de los polimeros impresos y sus correspondientes no impresos poniéndose en contacto,
cada uno de ellos, con 2,5 mL de una disolucidn que contenia concentraciones crecientes de
analito. Estas concentraciones iban desde 0,5 a 60 mg/L de 10HPyr. La mezcla se incubd
durante 24 horas a temperatura ambiente manteniendo agitacién mecanica a 450 rpm para
asegurar el equilibrio. Una vez transcurrido este tiempo, las muestras se centrifugaron a 2500

rom durante 5 minutos, recogiendo el sobrenadante con una pipeta Pasteur para
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posteriormente filtrarlo con ayuda de un filtro Whatman de 0,45 pum de tamafo de poro para
evitar introducir particulas en el HPLC-FD. De esta forma se mide la concentracion de analito
libre que ha quedado en disolucion. Por diferencia entre la cantidad de concentracién inicial y
la que queda libre en el sobrenadante, se puede determinar la cantidad de analito que queda

unida al polimero.

La Figura 6.2 muestra un esquema del disefio experimental que se llevé a cabo con los

MIP [364].

O Analito

Filtracion

N> >

MIP Incubacion 24 h Analito libre

Figura 6.2. Experimento en batch para la caracterizacion de los MIP [364]

6.3. DISCUSION DE LOS RESULTADOS

6.3.1. Sintesis de polimeros

Hasta llegar a los procedimientos desarrollados anteriormente y optimizar el
procedimiento de sintesis, se prepararon diferentes polimeros no impresos modificando tanto
la proporcién y composicion de los componentes como el método de inicio de la

polimerizacién.

Primeramente se sintetizd un polimero NIP en bloque iniciando la polimerizacion con
ayuda de radiacién ultavioleta a una longitud de onda de 365 nm durante 24 horas. Se formé

un polimero en bloque, pero este procedimiento se descartd por la imposibilidad de incluir
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agitacién dentro de la ldmpara, con lo que no se podia sintetizar el polimero por precipitacion
con esta instrumentacion, optando por la iniciacién térmica para la sintesis comparativa de los

polimeros.

Debido a la poca cantidad de analito plantilla con la que se partia, se buscaba el mayor
rendimiento posible dado con esas proporciones. Se probaron distintas composiciones para la
sintesis del NIP. Primeramente se empled como entrecruzante divinilbenceno DVD-80 y como
porégeno una mezcla de ACN:tolueno en proporcion 3:1 (v/v). La iniciacion de la

polimerizacion fue térmica pero el rendimiento obtenido fue muy escaso.

Para optimizar el exceso de disolvente necesario para conseguir un buen rendimiento
en el MIPyp, Se tomaron distintas proporciones de ACN con respecto a los mondmeros. El
rendimiento maximo se obtuvo cuando esta relacion fue de 1:24 en volumen con los
mondmeros. Todos los NIP formados se sometieron a las mismas operaciones que en los casos

anteriores sin encontrar un rendimiento dptimo que permitiese su aplicabilidad en el MIP.

Asi mismo se optimizé la cantidad de iniciador que mejorase el rendimiento,
obteniendo asi, mayor cantidad de polimero. Se probaron las relaciones 1:2, 1:3, 1:9, 1:10 y

1:20 respecto al % de mondmeros.

De todos estos procesos, los mejores resultados se obtenian con el procedimiento

anteriormente descrito en los apartados 6.2.1y 6.2.2 para el MIPyjoque Y MIPprecip-

La extraccidn de la molécula molde de los polimeros impresos, se ha llevado a cabo
mediante la técnica de extraccidn asistida por microondas para el caso del polimero impreso
en bloque, y mediante un procedimiento de extraccién Soxhlet para el caso del polimero

impreso por precipitacion. Se han empleado dos técnicas diferentes con fines comparativos.

La extraccion asistida por microondas (MAE) es una alternativa al procedimiento

convencional con Soxhlet ya que mejora los tiempos de extraccidon y los volimenes de
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disolventes [365]. Las primeras extracciones que empleaban microondas en compuestos
organicos se llevaron a cabo en 1986 [366]. A partir de ahi, numerosos laboratorios han
empleado esta técnica para la extraccion de compuestos. Por citar algunos ejemplos, se han
obtenido extracciones de HAPs en suelos [367, 368], sedimentos marinos [369], muestras de

petréleo [370] o en tejidos [371].

Parametros como el tiempo, temperatura, potencia, naturaleza tanto del disolvente
como de la muestra o la estabilidad de los compuestos, son importantes tenerlos en cuenta a

la hora de llevar a cabo una MAE.

La extraccidon mediante Soxhlet es el procedimiento cldasico de extraccién. Fue

introducido por Soxhlet en 1879 [372].

6.3.2. Caracterizacion morfoldgica. SEM

El microscopio electronico de barrido (SEM o Scanning Electron Microscope) es un
instrumento capaz de ofrecer un variado rango de informacién procedente de la superficie de
la muestra tanto de materiales organicos como inorganicos. Fue inventado en 1937 por
Manfred von Ardene. En este microscopio se utiliza un haz de electrones en lugar de un haz de
luz para formar una imagen de gran resolucién. Es el mejor método adaptado al estudio de la
morfologia de las superficies. La técnica requiere que las muestras sean conductoras. Si no lo
son, se recubren con una fina capa de metal como puede ser el oro para conferirles ese
cardcter conductor. Esta sencilla técnica de preparacion de muestra recibe el nombre de
“sputtering” o pulverizacion catddica.

Una vez preparada la muestra, el SEM barre la superficie con electrones acelerados a
través del cafidn del instrumento. Este haz lleva una energia que va desde unos cientos eV
hasta unas decenas de keV. El haz se focaliza sobre la superficie de la muestra de forma que

realiza un barrido de la misma siguiendo una trayectoria de lineas paralelas. Son detectados
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mediante lentes basadas en electroimanes midiendo la cantidad e intensidad de electrones
que devuelve la muestra.

Se dan dos formas de radiacion fundamental. Por una parte los electrones secundarios
y por otra los electrones retrodispersados. Los electrones secundarios son de baja energia, del
orden de las decenas de eV, resultantes de la emisidn por parte de los atomos que constituyen
la muestra, siendo los que estan mdas cercanos a la superficie debido a la colisiéon con el haz
incidente. Por otro lado, los electrones retrodispersados son electrones del haz incidente que
han interaccionado con los dtomos de la muestra siendo reflejados. La intensidad de estas
emisiones varia en funcion del angulo que forma el haz incidente con la superficie del material,
es decir, depende de la topografia de la muestra.

La sefal emitida por los electrones y la radiacidn resultantes del impacto se recogen
mediante un detector y se amplifican para cada posicidon de la sonda. Las variaciones en la
intensidad de la sefial que se producen conforme la sonda barre la superficie de la muestra se
utiliza para variar la intensidad de la sefial en un tubo de rayos catédicos que se desplaza con
la sonda, resultando una relacién directa entre la posicion del haz de electrones y la
fluorescencia producida en el tubo de rayos catédicos. El resultado sera una imagen
topografica muy ampliada de la muestra [373].

Las Figuras 6.3, 6.4 y 6.5 son microfotografias tomadas con SEM del MIP ., a distinta
resolucion del aparato (5, 10 y 30 micras). Como puede observarse, la topografia de la
superficie muestra la formacidn de particulas esféricas independientes de un tamaiio

homogéneo. La Figura 6.6 muestra el polimero formado por sintesis en bloque.
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Figura 6.4. Imagen SEM tomada a 10 micras. Polimero sintetizado por precipitacion
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Figura 6.5. Imagen SEM tomada a 30 micras. Polimero sintetizado por precipitacion

Figura 6.6. Imagen SEM tomada a 10 micras Polimero sintetizado en bloque.
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6.3.3. Isotermas de adsorcion

Mediante la evaluacién de las isotermas de adsorcion se obtiene informacion sobre la
selectividad, constante de afinidad y densidad de los sitios de unién del polimero. La evolucidn
de las isotermas de adsorcién se lleva a cabo realizando diferentes ensayos destinados a
evaluar la cantidad de analito que se une al polimero al cargar concentraciones crecientes del
mismo cuando se ha alcanzado el equilibrio termodinamico. El tiempo de incubacidn, en la
mayoria de los ensayos, es el tiempo necesario para que se produzca una unién del 90% del
analito en el polimero, que dependera del sistema y que suele oscilar entre las 2-24 horas. Una
vez alcanzado el equilibrio, el polimero se separa por centrifugacion vy filtraciéon, donde la

concentracidn del analito no unida al polimero puede medirse en el sobrenadante [364].

La capacidad de adsorcién Q (mg/g) puede evaluarse entonces por la diferencia entre

la concentracién inicial del analito y la medida en el sobrenadante (Ecuacion 6.1)

(C,—C)V
Q= % (Ecuacion 6.1)

Siendo Cy, la concentracion inicial, C. la concentracion en el equilibrio, v el volumen de

la disolucion y w la masa del polimero.

La construccion de las isotermas de adsorcion se llevé a cabo mediante ensayos en

batch.

La principal dificultad encontrada en estos ensayos fue la poca cantidad de polimero
sintetizada que impedia realizar el experimento con todas las concentraciones a la vez. El
experimento tuvo entonces lugar en varias etapas, asegurando la completa limpieza del

polimero con respecto a la concentracion del 10HPyr.

133



Para llevar a cabo los experimentos en batch primeramente se necesitaba una recta de
calibrado que incluyese las concentraciones de trabajo. Esta recta presentaba linealidad en el

intervalo 0,5-60 ppm y fue la siguiente: y = 100,36 + 253,82, con una R’ de 0,9911.

Para el primer punto de las isotermas, se tomaron 20 mg de cada polimero, es decir 20
mg de cada uno de estos polimeros MIPgecip, NIPprecios MIPbiogues NIPpiogue , €0 2,5 mL de
disolucién que contenia 0,5 ppm de 10HPyr. La mezcla se mantuvo cubierta por papel de
aluminio, para evitar la posible fotodegradacion del analito, durante 24 horas con agitacion a
450 rpm. Trascurrido este tiempo, cada una de las cuatro mezclas fue centrifugada durante 5
minutos a 2500 rpm. El sobrenadante previamente filtrado fue analizado con ayuda del HPLC
para medir la cantidad de 10HPyr presente. Por diferencia, se llegard a conocer la cantidad de

analito unida al polimero.

Los calculos efectuados fueron los siguientes;

mg 10HPyr iniciales = D,S?x 2,5x107% L = 1,25x10 3 mg
mg 10HPyr sobrenadante = 0
mg 10HPyr adsorbidos = 1,25x10 °*mg
Q = mglOHPyr ads/g MIP = 1,25x10 3mg/0,02 g = 0,0625 mg/g

Procediendo de igual forma con las siguientes concentraciones de 10HPyr se obtienen

los datos mostrados en la Tabla 6.1 para los polimeros en bloque.
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Tabla 6.1. Datos experimentales MIPyjoque Y NIPpjogue para el 10HPyr

Ce (mg/L) MIPyioque-Q(mg/g) NIPbioque-Q(mg/g)

0 0 0

0,5 0,0625 0,0625
1 0,0833 0,1250
2,5 0,2474 0,1411
5 0,3414 0,1205
10 0,5260 0,1364
20 1,2722 0,2605
30 1,7805 0,4347
40 2,0975 0,6337
50 2,1364 0,8527
60 2,1219 0,8426

Lo primero que puede deducirse a la vista de estos datos es que la maxima capacidad
de adsorcién de las particulas del MIP tiene un valor de 2,14 mg/g mucho mas alta que la de

las particulas del NIP, siendo este Gltimo valor de 0,85 mg/g.

Si se representa el valor de Q (mg/g) frente a C. (mg/L) se obtiene la Figura 6.7 que
muestra los datos experimentales de adsorcion para el MIP y NIP sintetizados en bloque para

el 10HPyr.
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Figura 6.7. Representacion grdfica de los datos experimentales MIPyjoque ¥ NIPpiogue para el

10HPyr

Para evaluar el grado de impresidn, se define el factor de impresién segln la ecuacion

6.2.

_ Quip

IF (Ecuacién 6.2)

Qnip

Dando, en este caso, un valor de 2,5. IF es una medida de la fuerza de interaccion del
polimero impreso hacia el analito plantilla. Con este valor se ha demostrado que existe una
correlacidn positiva del factor de impresién, lo que significa, por tanto, un buen rendimiento
de impresién. Los sitios formados en la estructura deberian interactuar fuertemente con la
molécula molde y, de este modo, permitir una mayor retencidn en relaciéon con el polimero no

impreso [374].

Los mismos calculos se realizan con el MIPyecip Y NIPprecip- LOS datos experimentales

para ambos polimeros son los dados en la Tabla 6.2.
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Tabla 6.2. Datos experimentales MIPyrecip Y NIPprecin para el 10HPyr

Ce (mg/L) MIPyecip-Q(mg/g) NIPyrecip-Q(mg/g)
0 0 0

0,5 0,0625 0,0625
1 0,1741 0,1250
2,5 0,2524 0,1411
5 0,3884 0,1243
10 0,6426 0,2583
20 1,2589 0,4623
30 2,1303 0,5669
40 2,6359 0,8623
50 2,6544 1,0638
60 2,6521 1,3794

La maxima capacidad de adsorcidén de las particulas del MIP tiene un valor de 2,65
mg/g mucho mas alta que la de las particulas del NIP, siendo este ultimo valor de 1,38 mg/g. A
su vez, estos valores son mucho mas altos que los obtenidos con los polimeros en bloque,

siendo por tanto su capacidad de adsorcién mucho mayor.

Si se representa el valor de Q (mg/g) frente a C. (mg/L) se obtiene la Figura 6.8 que

muestra los datos experimentales de adsorcidn para el MIP y NIP sintetizados para el 10HPyr.
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Figura 6.8. Representacion grdfica de los datos experimentales MIP precip ¥ NIPprecip para el

10HPyr

En este caso el factor de impresion (Ecuacion 6.2), tiene un valor de 1,92. Con este

valor se ha demostrado que existe una correlacidn positiva del factor de impresion, lo que se
traduce en un buen rendimiento de impresién.

Si en ambos casos se representa Q/C, siendo C la concentracién de analito unido,

frente a Q, se obtiene la ecuacién de Scartchard representada por la ecuacion 6.3.

¢ = M = (Kid) X Q —I—Q;?—jx (Ecuacién 6.3)

C K,

Donde Ky y Qumsx son las constantes de disociacién y el nimero maximo de sitios de

unién respectivamente.
La representacion grafica de la ecuacion de Scatchard para el MIPyq4. puede verse en

la Figura 6.9, donde se observa que no se obtiene una linea recta.
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Figura 6.9. Representacion de la ecuacion de Scatchard para el MIPyoque

Si el ajuste por Scatchard se hubiese ajustado a una recta significaria que el MIP
presentaria una distribucién homogénea y un Unico tipo de sitios de uniéon. Los puntos pueden
ajustarse a dos lineas rectas como puede verse en la Figura 6.9. Por lo tanto se presentan en
este caso, sitios de unién heterogéneos donde existen al menos dos clases de sitios de unién
entre el MIP y el analito [177]. La representacion grafica de la ecuacion de Scatchard para la

sintesis por precipitacién puede verse en la Figura 6.10.
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Figura 6.10. Representacion de la ecuacion de Scatchard para el MIP yrecip

139



Como en el caso anterior, la representacion de Scatchard devuelve dos pendientes
ajustables a dos lineas rectas, lo que indicaria que existen sitios de unidn heterogéneos entre

el analito y el polimero.

Para explicar estos resultados se han utilizado diferentes modelos de isotermas de
adsorcién con objeto de caracterizar las propiedades de enlace de los MIP [375].
Principalmente suelen emplearse dos modelos, el de las isotermas de Langmuir y las de
Freundlich. Estos modelos son Utiles para predecir y comparar el rendimiento de la adsorcién.

En este trabajo se van a emplear ambos modelos para analizar la adsorcién de los

Ml IDbloque y Ml Pprecip.

El primero de estos modelos, el modelo de las isotermas de Langmuir, simplifica la
distribucidn de los sitios de unidn en un nimero finito de sitios, asumiendo que sélo hay un

tipo de sitios de unién. Este modelo supone:

1. No puede formarse mas de una monocapa de moléculas adsorbidas.

2. Todos los sitios de enlace disponibles en el MIP son energéticamente equivalentes y
pueden acomodar una molécula de analito.

3. La habilidad del analito para adsorberse a un determinado sitio del MIP no depende de

la ocupacién de los sitios adyacentes.

Por lo tanto, cuando el analito ocupe un sitio en el MIP, no habra ninguna adsorcién en
ese mismo sitio, por lo que se alcanzara el valor de saturacién cuando no pueda haber mas
adsorcién de analito, calculandose, por tanto, la capacidad maxima de enlace superficial del

polimero.

El modelo de Langmuir se ajusta a la ecuacidn 6.4 expresada en forma lineal:
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X —+—— FEcuaciom 6.4

Donde:

e C.eslaconcentracion de analito en equilibrio expresado en mg/L
e (Qcapacidad de adsorcién expresada en mg/g
e  Qnax (Mg/g) vy KL (L/mg) constantes relacionadas con la energia y entalpia de adsorcion,

respectivamente

Los modelos de enlace continuo consideran al MIP como un sistema heterogéneo, con
sitios de unién de afinidad y selectividad variable en el que se asume que la superficie del
adsorbente es energéticamente heterogénea, conformada por grupos de sitios de adsorcion
de energia caracteristica. El modelo de la isoterma de Freundlich considera sitios de unién
heterogéneos basados en la idea de que la adsorcién depende de la energia de los sitios de
adsorcién. De igual forma, la expresion lineal de la ecuacién de la isoterma de Freundlich es la

representada en la ecuacion 6.5.

1
logQ = LogKr + —logC, ( Ecuacién 6.5)
n

La isoterma de Freundlich se presenta como un modelo empirico donde Q representa
la cantidad adsorbida por cantidad de adsorbente en el equilibrio, C. es la concentracidn de
equilibrio, Kr y n son constantes de Freundlich que dependen de la capacidad de adsorcién del
adsorbato y la intensidad de adsorcion del adsorbente, respectivamente. El valor de n
representa el indice de heterogeneidad, donde n=1 indica la heterogeneidad de la superficie

del adsorbente, aunque la situacién mds comun es n>1 debido a la distribucién de los sitios en
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la superficie. Esto hace disminuir la interaccién adsorbente-adsorbato con el incremento de la

densidad en la superficie [375].

El ajuste matemdtico de los datos experimentales se ha realizado a través del
programa Origin Pro v 8.0 software of OriginLab Corp (Northampton, UK). A continuacion, en la
Tabla 6.3 se muestran los valores devueltos por dicho programa tanto para la isoterma de
Langmuir como para la de Freundlich para los dos polimeros, el impreso y no impreso
sintetizado en bloque. Los errores estandar (SE) para cada parametro se utilizaron para medir
la bondad del ajuste. No obstante, se incluye ademas el coeficiente de correlacién (R?) para

determinar la isoterma de mejor ajuste a los datos experimentales.

Tabla 6.3. Parametros obtenidos por ajuste no lineal de las isotermas de Langmuir y Freundlich

para I\/“Pbloquey NIPbquue

Modelo Parametros MIPuioque NIPyioque
Valor SE Valor SE
a=1/ Qumax 0,760 0,467 3,383 0,885
Langmuir b=1/(K, Quax) 8,313 0,647 7,021 1,225
R 0,948 - 0,779 -
a=log K¢ -0,997 0,038 -1,141 0,080
Freundlich b=1/n 0,794 0,023 0,539 0,066
R 0,985 - 0,876 -

Donde los valores para el MIPpoque SON Qmax= 1,32 mg/g, K. =0,09 L/mg con una

R%=0,948.

Donde los valores para el NIPpoque SON Qmas= 0,30 mg/g, K. =0,48 L/mg con una

R%=0,779.
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Los resultados muestran como el valor de Qs en el caso del MIP es mucho mas alto

que el correspondiente NIP.

En el caso del modelo de Freundlich los valores obtenidos son los siguientes:

Para el MIPyjoque SON Ke = 0,100y n = 1,26 con una R2:0,985.

Para el NIPgjoque SON Ke = 0,072 y n = 1,85 con una R’=0,876. El modelo de Freundlich

considera las superficies heterogéneas, basado en la idea de que la adsorcion depende de la

energia de adsorcidén de los sitios individuales.

Los resultados revelan que el modelo de Freundlich es el que mas se ajusta a la

distribucion de afinidades entre el analito y el polimero de acuerdo con los coeficientes de

correlacidn, describiendo una relacidon no lineal de adsorcién reversible que puede darse en

multiples capas suponiendo la heterogeneidad energética de la superficie de unién [376].

En el caso de los polimeros sintetizados por precipitacion, los datos experimentales se

llevan al software Origin para realizar el ajuste para ambos modelos de isotermas, dando unos

valores representados en la Tabla 6.4.

Tabla 6.4. Parametros obtenidos por ajuste no lineal de las isotermas de Langmuir y Freundlich

para MIPprecipy Nlerecip

Modelo Parametros MIPecip NIPprecip
Valor SE Valor SE
a=1/ Qumax 0,3746 0,3237 2,307 0,759
Langmuir b=1/(K. Qmmax) 7,4090 0,4483 6,9381 1,51
R 0,96799 - 0,8255 -
a=log K¢ 0,898 0,042 1,0739 0,0721
Freundlich b=1/n 0,779 0,035 0,6017 0,605
R 0.9821 - 0,91588 -
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Donde los valores para el MIPgecip SON Qma= 2,67, mg/g, K. = 0,050 L/mg con una

R%=0,96799.

Donde los valores para el NIPyoque SON Qma= 0,433 mg/g, K. =0,332 L/mg con una

R?=0,8255.

Los resultados muestran como el valor de Qs en el caso del MIP es mucho mas alto

que el correspondiente NIP, y estos a su vez, mucho mds altos que en los polimeros en bloque.
Los datos devueltos para el modelo de Freundlich son los siguientes:
Donde los valores para el MIPyjoque SON K¢ = 0,1y n =1,28 con una R’=0.9821
Donde los valores para el NIPyjoque SON K¢ = 0,1y n =1,65 con una R’=0,9159

Como en el caso anterior, los resultados revelan que el modelo de Freundlich es el que

mas se ajusta a la distribucion de afinidades entre el analito y el polimero.
6.4. CONCLUSIONES

De este primer estudio desarrollado en la presente memoria, se pueden extraer las

siguientes concluiones:

e Este tipo de polimerizacién presenta varias ventajas frente a la sintesis del polimero en
bloque muy utiles en el caso de los HAPs. Lo mas destacado es que se minimiza la
manipulacién del polimero, se eliminan la necesidad de triturar y tamizar el polimero,
muy conveniente cuando se quiere un contacto minimo con la muestra, debido por
ejemplo a la toxicidad de la misma Al no triturar el polimero se disminuyen las
pérdidas por manipulacién, ademas de preservar las cavidades formadas en el
polimero que posteriormente albergaran al analito a determinar.

e En lo que se refiere a las isotermas de adsorcidn, el mejor modelo que caracteriza la

unién entre el MIP y el 10HPyr es el modelo de Freundlich, siendo una buena
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aproximacion a la descripcion del mecanismo de adsorcion presente en la mayoria de
los polimeros de impresion molecular. Los sitios de unién de los MIP exhiben
heterogeneidad en los sitios de unidn con dos constantes de disociacion.

Se ha comparado la capacidad de unidn de los distintos MIP sintetizados llegandose a
la conclusion de que el MIP realizado por precipitacidon presenta mayor capacidad de
unién que el MIP sintetizado en bloque. Esto puede ser debido en primera
aproximacion a la ruptura de los sitios de unién cuando el monolito de polimero
formado es triturado, rompiendo en ese proceso sitios de unién con el analito.

La geometria de las particulas de MIP sintetizado por precipitacion presentaria una
superficie mas homogénea para la unidn del analito.

El MIPyecip presenta valores de Qui, mucho mas elevadas que el MIPyoque. Este
resultado puede ser atribuido a mayores y mejores sitios de unidon que pueden
interaccionar con el analito, presentando una distribucién mas homogénea de sitios de
union que los aportados por el MIP formado en bloque, siendo ademas mayor su
capacidad de adsorcion, resultado de su mayor K;. Como era de esperar, la
polimerizacidon por precipitacion parecer ser uno de los métodos de polimerizacion
que da lugar a una distribucion de sitios de unién mas homogéneos [377, 378].

En ambos casos, tanto la sintesis por precipitacion como en bloque, el MIP puede unir
mayor concentracién de 10HPyr que el NIP. Inicialmente el MIP puede unir una
concentracidn creciente del analito hasta que llega un momento que se satura y no
admite mayor cantidad. La adsorcién del MIP no es lineal, sino que sigue una isoterma.
Comparando polimero impreso con el no impreso, para la misma cantidad de
polimero, a la misma concentracién de analito, el porcentaje de enlace en el NIP es
mucho menor que en el MIP, por lo tanto puede decirse que la retencién del 10HPyr
en el MIP es especifica, es decir, se debe a la existencia de sitios de unidn especificos

para los que fueron disefiados.
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Derivado de estas conclusiones, el MIP,., ha sido utilizado para el desarrollo de los

distintos tratamientos de muestra en esta Tesis Doctoral.
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7. EXTRACCION EN FASE SOLIDA CON POLIMEROS DE IMPRESION

MOLECULAR PARA EL 1-HIDROXIPIRENO

7.1. INTRODUCCION

La demanda actual de métodos analiticos que respondan de forma rdpida, a un coste
asumible siendo a su vez sensibles, selectivos, y adecuados a las concentraciones requeridas,
supone un gran reto dentro de la Quimica Analitica. La variedad de las muestras en las que se
encuentran los compuestos orgdanicos de interés, las distintas caracteristicas fisico-quimicas de
los compuestos, unido a que los detectores disponibles y especificos no son muy numerosos,
hace que una de las etapas mas importantes del analisis sea la preparacion de la muestra. Esta
tiene como finalidad la separacién de los analitos de la matriz y de otras sustancias
interferentes. Esta etapa engloba por lo general la extraccion, la preconcentracién y la limpieza

de la muestra.

El tratamiento de la muestra mejora la sensibilidad reduciendo las interferencias de la
matriz. Este paso previo a veces permite y posibilita detectar analitos a niveles de trazas o ultra
trazas. Uno de los procedimientos mas utilizados en la preparacién de la muestra es la
extraccién en fase sdélida o SPE [236, 238, 239]. Esta técnica permite que el analisis pueda
llevarse a cabo de manera rapida, aumentando a la vez la selectividad y por tanto la
sensibilidad del analisis. También, permite la preconcentracién de la muestra con un riesgo
minimo de pérdida o contaminacion de la misma. En resumen, entre sus ventajas destacan su
versatilidad, reducido consumo tanto de disolventes como de volumen de muestra,
disminucién de costes, tiempos de analisis cortos, resaltando la disminucién de Ia
manipulaciéon de muestra debido a que la preconcentracién, extraccién y limpieza se dan en un

mismo proceso.
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El procedimiento SPE esta basado en la diferente afinidad del analito entre una fase
solida o sorbente y una liquida que sera la muestra. El adsorbente debe tener una gran
capacidad de adsorcién, una rapida cinética de adsorcién/desorcion y una alta selectividad por
el analito. Esta es la razén por la que uno de los factores clave al llevar a cabo una extraccion
efectiva de los analitos sea la eleccién adecuada del soporte sélido o adsorbente sobre el que
se va a realizar la extraccion. El tipo de sorbente vendra determinado por el analito que se
quiera determinar, y que puede presentarse empaquetado en un cartucho, sobre un disco, en
una fibra (microextraccion en fase sdlida, SPME) [267, 268], o sobre barra agitadora (SBSE)
[272, 360]. La tendencia actual en la SPE esta dirigida a la bisqueda de nuevos soportes y de
nuevos sorbentes [108, 120, 266, 345, 350, 379]. Entre ellos se pueden destacar las silices
entrelazadas, carbén grafitado [380], materiales poliméricos [381], inmunosorbentes o como

seria en el caso del presente trabajo, polimeros de impresidn molecular.

La utilizacién de los MIP como sorbentes selectivos en SPE (MISPE) fue iniciada por
Sellergen en 1994 [203]. En las ultimas décadas se han incrementado las publicaciones que
incluyen el uso de los MIP como materiales selectivos para la extraccidn en fase sdlida y otros
tratamientos de muestra [135, 137]. Comparado con los adsorbentes tradicionales, los MIP
han demostrado ser mas efectivos y han podido ser aplicados satisfactoriamente al
aislamiento y preconcentracién de los analitos en alimentos, muestras bioldgicas vy
ambientales en los ultimos afios. Numerosas aplicaciones han demostrado que el MISPE es un
método rdpido y efectivo para la limpieza y la extraccién directa de componentes a nivel de
trazas en matrices complejas. Ademdas de tratarse de un material altamente selectivo, la
sintesis del mismo es sencilla y econdmica, permitiendo la creacidn de materiales con gran
capacidad de reconocimiento. Esto explica su interés y desarrollo en el campo de la Quimica
Analitica y en su comercializacién. Su robustez fisico-quimica ofrece también la oportunidad de

reutilizacion en numerosas aplicaciones SPE [135, 137, 142, 382].
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Por otra parte, se ha demostrado que diferentes estrategias de polimerizacion pueden
mejorar la eficiencia de los MIP. La polimerizacién en bloque es el método mas habitual en la
preparacion de los polimeros, sin embargo, es necesario triturar y tamizar el polimero para
generar particulas con un tamafio de uso apropiado. Este proceso afecta a los sitios de
impresién del polimero, presentando huecos de unidn heterogéneos y limitando su
aplicabilidad [135, 383]. Sin embargo, la polimerizacién por precipitacion, ademds de eliminar
la etapa de trituracién y tamizado en la preparacién del polimero, da como resultado
particulas mds pequefias y homogéneas que presentan mayor superficie de interaccidn con los

analitos.

El proceso de extracciéon en fase sélida sobre MIP sigue las mismas pautas que
cualquier otro procedimiento de SPE. Es decir, una vez retenido selectivamente el analito en el
sorbente elegido, los compuestos interferentes pueden ser eliminados mediante la utilizacidn
de disolventes o mezclas de disolventes adecuados, siendo el analito posteriormente
desorbido o eluido de igual forma, con otros disolventes que faciliten esa desorcion. De esta

manera se consigue aislar el analito de la matriz.

La eficacia de la extracciéon puede mejorarse mediante la optimizacién de las variables
experimentales que afectan a dicho proceso. El disefio del procedimiento vendrd dado por la
optimizacion de multiples variables como pueden ser la seleccion del empaquetamiento, de la
muestra, del volumen de la muestra, los volimenes de extraccién y desorcidn y los disolventes

empleados en las distintas etapas.

A pesar de que nuevas estrategias y soportes se han disefiado para la extraccién en
fase sdlida, los cartuchos de extraccion siguen siendo los mds utilizados. Un cartucho SPE
consiste en una columna de plastico desechable rellena de un material sélido sorbente
mantenido entre dos discos porosos (fritas) para evitar pérdidas. La muestra (pretratada o no)

se hace pasar a través del cartucho SPE donde se encuentra el material sorbente quedando el
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analito adsorbido y/o absorbido sobre él. Una vez retenido selectivamente el analito en el
material sorbente empaquetado, los compuestos interferentes son eliminados en la etapa de
lavado mediante los disolventes adecuados. De igual forma, los analitos son arrastrados en la
etapa de elucion mediante la utilizacidon de disolventes o mezclas de disolventes que facilitan

esa desorcion quedando el analito en el eluato y por tanto extraido de la matriz.

Las diferentes etapas de un proceso SPE en cartucho pueden consultarse en la Figura

7.1[384].

1 Muestra

MIP

1. Acondicionamiento 2. Carga 3. Limpieza 4. Elucion

® Analito ®?  Interferentes

Figura 7.1. Etapas de un proceso SPE

En el presente trabajo se prepararan diferentes cartuchos de extraccion en fase sélida
utilizando los polimeros de impresién molecular sintetizados (en bloque y por precipitacién) y

sus respectivos blancos (NIP). Se optimizaran los procedimientos SPE para ellos, demostrando
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la selectividad de los MIP frente a los NIP. Esta metodologia sera validada para muestras de
orina. También se realizard un estudio de interferencias utilizando para ello cuatro isémeros
hidroxilados del fenantreno. Posteriormente, se realizara un estudio comparativo de los

distintos procedimientos MISPE validados con un cartucho de extraccién C-18 comercializado.

7.2. DESARROLLO DE LA METODOLOGIA

7.2.1. Procedimientos MISPE

Preparacion de los cartuchos

Los MIP y NIP sintetizados (en bloque y por precipitacion) fueron empaquetados en
cartuchos de polipropileno para SPE de 1 mL de capacidad entre dos fritas de 20 um. La
cantidad introducida en los cartuchos, tanto de MIP como de NIP fue de 125,8 mg. Para los
polimeros sintetizados en bloque se escogid una fraccién de tamano de particula comprendida

entre los 100 y 200 pum.

Los cartuchos asi preparados se limpiaron y secaron colocandose en un sistema de

vacio.

Optimizacién de los procedimientos MISPE

Las diferentes etapas del proceso SPE, acondicionamiento, carga, lavado y elucion
fueron optimizadas. Para los polimeros sintentizados por precipitacion (MIPprecip ¥ NIPprecip)
estas condiciones se consiguieron acondicionado el cartucho con 800 pL de ACN. Esta etapa es
previa a la carga del analito y principalmente se lleva a cabo en el mismo disolvente donde va a
ir disuelta la muestra. Posteriormente se cargaron 200 pL de una disolucién estandar de 0,25
pg/L de 10HPyr en ACN. La carga permite entonces la fijacion selectiva de los analitos en las
cavidades, la retencidn ocurrird por reconocimiento molecular entre el analito y el polimero. El

analito ird disuelto en el disolvente que favorezca la interaccidn entre los analitos y el polimero
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y generalmente suele ser el porégeno. Tras la retencidn selectiva de los analitos se llevara a
cabo un proceso de lavado, para eliminar aquellos interferentes que hayan podido quedar
retenidos de forma inespecifica en la matriz polimérica sin que se pierdan en esta etapa los
analitos de interés. La etapa de lavado se realizéd con 100 uL de una mezcla ACN/H,0 (95:5,
v/v). Por ultimo, en la etapa de elucién, los analitos son extraidos del cartucho con el
disolvente mas apropiado capaz de destruir la interaccion formada entre el analito y el
polimero en las cavidades del mismo. Habra que tener en cuenta la solubilidad del analito, el
tipo de adsorbente, la polaridad de los analitos y el tipo de interaccion implicada en la unidn
analito-polimero. Por ultimo habra que tener en cuenta que el disolvente ha de ser compatible
con la técnica de deteccion y analisis posterior. El analito retenido en el cartucho fue eluido
empleando 4 x 100 uL de una mezcla MeOH/diclorometano (DCM) (85:15, v/v). Las distintas
disoluciones fueron afiadidas al cartucho bajo condiciones de vacio. Las fracciones
correspondientes fueron recolectadas y secadas bajo corriente suave de nitrégeno a
temperatura ambiente. Los residuos fueron reconstituidos con el volumen adecuado de ACN
previo al analisis mediante HPLC-FD. La Tabla 7.1 esquematiza las condiciones optimizadas

para los MIP obtenidos mediante sintesis por precipitacion.

Tabla 7.1. Condiciones MISPE .., optimizadas para el 10HPyr

ETAPA DISOLVENTE (pL) —_
ACN °o_9

Carga 0 _ >
200 P P gl

o ACN:H20 (95:5,v/v) \

Limpieza
100

.. MeOH:DCM (85:15,v/v)

Elucion

100x 4

Para los polimeros obtenidos por sintesis en bloque, se realizd el mismo
procedimiento, con alguna variacion para adaptarlo a sus caracteristicas especificas. Se

acondicioné con 800 uL de ACN. La carga se realizd con 150 pL de 10HPyr a una concentracion
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de 0,25 ug/L en ACN. La etapa de limpieza se efectud con 100 puL de una mezcla de disolvente
de lavado ACN:H,O a una composicion de (95:5, v/v). También se utilizd una mezcla
MeOH:DCM (85:15, v/v) para la elucién. En este caso, la maxima recuperacion se obtuvo
utilizando volimenes de 100 uL en tres etapas (3 x 100 pl). La Tabla 3.2 resume las
condiciones dptimas para la extraccion del 10HPyr en el procedimiento MISPE realizado con

los polimeros sintetizados en bloque.

Tabla 7.2. Condiciones MISPE joque Optimizadas para el 10HPyr

ETAPA DISOLVENTE (uL) —
ACN ©_9

Carga ?, cal e
150 P e dl

o ACN:H20 (95:5,v/v)

Limpieza
100

B MeOH:DCM (85:15,v/v)

Elucion

100x 3

Los procedimientos optimizados fueron aplicados a muestras de orina libre de HAPs
dopadas a distintas concentracion de la disolucion estandar de 10HPyr. Estas concentraciones

fueron 0,15 ug/L, 0,25 pg/Ly 2,00 ug/L.

7.2.2. SPE con C-18

El proceso SPE también se realiz6 empleando otro adsorbente, esta vez un cartucho
comercial de la marca Symta de 1 mL de capacidad y relleno con el material C-18. Este tipo de
rellenos es uno de los mas habituales en los procedimientos SPE, por lo que se elige con fines
comparativos. También se optimizé el proceso de extraccidn siendo estas condiciones iguales a

las utilizadas para los polimeros en bloque.
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7.3. DISCUSION DE LOS RESULTADOS

7.3.1. Optimizacion de las etapas del proceso MISPE

La optimizacion del proceso MISPE conllevé la eleccion del disolvente o disolventes
mas adecuados, la concentracién de la muestra y el empleo de los volimenes 6ptimos en cada
uno de los pasos. Para llevar a cabo los procedimientos MISPE se utilizé un sistema a vacio. En
cada etapa del proceso, las fracciones recogidas fueron reacondicionadas e inyectadas en el

HPLC-FD para determinar la concentracion del analito.

7.3.2.1. Proceso MISPE. Polimeros sintetizados por precipitacion

Optimizacién del procedimiento

Antes de iniciar la optimizacion, lo primero que se realizé fue una limpieza exhaustiva
del polimero para volver a comprobar que no habia plantilla inicial que interfiriese en los
analisis posteriores. El MIP dentro del cartucho se lavé con una mezcla de MeOH y una mezcla

MeOH:4cido formico (99:1, v/v).

La cantidad de 10HPyr retenida fue calculada como la diferencia entre la cantidad
inicial total cargada en el cartucho y la fraccidn recolectada en la etapa de elucién. En cada
proceso, los extractos obtenidos fueron inyectados en el sistema HPLC-FD para cuantificar el

analito.

La Figura 7.2 muestra una fotografia tomada en el laboratorio con ambos cartuchos
SPE empaquetados con el MIPyecip ¥ €l NIPpecip. Con estos polimeros y de forma paralela se
optimizaron todas aquellas etapas del procedimiento MISPE, lo que incluyd los procesos de
carga, lavado y elucién, de forma que se obtuviese la maxima recuperacion del 10HPyr en el
MIP minimizando la recuperacién en el NIP. Quedaria de esta forma evaluadas las

interacciones especificamente formadas entre el analito y los MIP sintetizados [385].
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EXTRACCION EN FASE SOLIDA CON POLIMEROQS DE IMPRESION MOLECULAR PARA EL 1-HIDROXIPIRENO

Figura 7.2. Fotografia tomada de los polimeros sintetizados por precipitacion. A NIPprecip

y B NIPprecip

Antes de cargar la muestra, el cartucho fue acondicionado con 800 uL de ACN para
permitir la unidn entre el analito y los sitios especificos formados en el polimero. De acuerdo
con la literatura, el disolvente empleado para el acondicionamiento del polimero suele ser el
porégeno empleado en la sintesis del mismo [198], buscando aquellos disolventes que
favorezca la interaccion entre los analitos y las cavidades especificas generadas en el polimero.
Inicialmente, por tanto, se elige el porédgeno debido a que las interacciones entre el analito y
los sitios de unién estardn presumiblemente mas favorecidas. Una vez acondicionado, se
prepararon diferentes concentraciones del analito 10HPyr en ACN en el rango 0,15-2,00 ug/L
para optimizar la concentracidon adecuada de carga. En este rango de concentracion, los
resultados obtenidos no muestran diferencias significativas en la recuperacidn del analito. Este
primer ensayo se realiz6 con un volumen de muestra de 200 plL. De acuerdo con estos
resultados, y teniendo en cuenta los datos obtenidos en estudios recientes de biovigilancia

[90], se escogid la concentracidn de 0,25 pg/L como concentracion de trabajo.
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Una vez cargada la muestra, ésta se mantiene durante 5 minutos para permitir que
toda la muestra percole y pueda estar en contacto con el MIP para posteriormente atravesar la
columna con ayuda de un sistema a vacio. Posteriormente, se evaluaron diferentes volimenes
de muestra, entre 50-500 pL. Cuando el volumen de carga es de 200 pL el porcentaje de
analito retenido en el cartucho se maximiza por lo que se escoge este volumen para seguir con

el proceso.

La etapa de limpieza se realiza para eliminar los compuestos interferentes retenidos no
especificamente en el MIP. La presencia de sitios de unidn no especificos es atribuida a la gran
cantidad de mondémero empleado en la sintesis no covalente de los polimeros. En este paso,
diferentes disolventes de lavado y voliumenes de los mismos fueron investigados, tales como
agua, ACN, MeOH y mezclas de ellos. La grafica muestra las recuperaciones del 10HPyr
obtenidas cuando 200 pL de una disolucion de 0,25 pg/L en ACN tanto en el MIP como el NIP,
se someten a las etapas de carga, lavado y elucion empleando diferentes disolventes de
elucion. En el eje y se representa el porcentaje del analito recogido tras cada etapa. Son

mostradas en la Figura 7.3.

120

i Elucion

M Lavado

H Carga

% de recuperacion

M1 NI M2 N2 M3 N3 M4 N4 M5 NS

Figura 7.3. Optimizacion del disolvente de lavado. El cartucho que contiene el polimero impreso
es denominado con la letra M, mientras que el polimero no impreso es denominado como N.
Los numeros a continuacion identifican los disolventes de lavado empleados, siendo estos: 1,
ACN:MeOH (50:20, v/v); 2, ACN:MeOH (80:20, v/v); 3, H,0; 4, ACN; 5, ACN:H,0 (95:5, v/v)
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Las diferentes recuperaciones obtenidas para el NIP y MIP indican que las
interacciones entre la plantilla y el polimero son especificas. El analisis de las fracciones
recolectadas de la etapa de limpieza muestran que el 10HPyr presenta mayor retencién
cuando el polimero es lavado con una mezcla de disolvente ACN:H,0 en una relaciéon de
volimenes de 95:5, v/v. Modificando estas proporciones ACN:H,0 (50:50 6 80:20, v/v), no se

mejoré el resultado.

La optimizacion del volumen de lavado se realiza de manera andloga a la llevada a
cabo en la etapa de carga, probandose volumenes desde los 100 hasta los 400 pL. El volumen
6ptimo de lavado se fijé en 100 pL. Ni un aumento en el volumen de disolvente ni la repeticién
del lavado, aumentaba la cantidad de analito no retenido en la fraccién obtenida, quedando

retenido en el cartucho tras esta etapa el 93,43 % del analito.

Para asegurar la completa elucion de los analitos adsorbidos en el proceso MISPE, es
necesario encontrar el disolvente adecuado, el cual debe ser capaz de destruir la interaccién
formada entre el analito y el MIP. Consecuentemente, se evalla la eficacia de varios
disolventes polares para eluir el 10HPyr del polimero. Los disolventes ensayados fueron
MeOH:DCM, MeOH:ACN, y ACN:H,0 en diferentes proporciones. Ademas, habra que

considerar que el disolvente elegido debe ser compatible con la técnica de deteccién posterior.

La Figura 7.4 muestra la eficacia de la elucién en términos de recuperacién de estos
disolventes y sus mezclas. La mayor recuperacién (82,10%) se obtiene empleando una mezcla
de disolvente polar prético como el MeOH y un disolvente polar aprético como el DCM en
proporcidn de volumen de 85:15, v/v. Estos resultados sugieren que el 10HPyr se ha unido a
los sitios de enlace mediante puentes de hidrégeno e interacciones idnicas, los cuales se ven
afectados y alterados por la polaridad del disolvente que permite la rdpida desorcién del

analito.
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Figura 7.4. Optimizacion del disolvente de elucion

Posteriormente, se probaron diferentes volimenes de elucidn. Estos estudios
revelaban que el volumen 6ptimo de eluciéon era de 400 plL, obteniéndose mejores

recuperaciones si esta operacion se realizaba en 4 etapas de 100 pL (100 plL x 4).

Finalmente, el polimero se limpia con una mezcla de MeOH y MeOH:4cido férmico al
1%, volviéndose a acondicionar para permitir su reutilizacién y poder comenzar un nuevo

analisis.

Ademads de los disolventes sefialados en el apartado anterior, también se probaron
otros disolventes en el proceso de optimizacién sin obtener mejores resultados. Se enumeran
a continuacion los disolventes ensayados: MeOH:ac formico, ACN:Cloroformo, DCM:n-hexano,
MeOH:ACN, ACN:H,0, MeOH:DCM, MeOH:H,0, MeOH:acetato de etilo, ACN:acetato de etilo,

ACN:acido féormico, DCM, MeOH:acido acético.

El mismo procedimiento fue efectuado con el NIPye para estudiar su
comportamiento. Cuando las condiciones anteriormente descritas fueron verificadas en el

polimero no impreso, no se detectd presencia del analito en el eluato obtenido, perdiéndose
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entre las etapas de carga y limpieza el 83,52 % del analito presente, datos que reflejan que el
analito no queda retenido. Comparado con el MIP, con el que se recuperaba un total del

82,10%, se puede concluir, que se ha sintetizado un MIP selectivo para el 10HPyr.

Validacién del procedimiento en muestras de orina

Una vez optimizado el método con muestras sintéticas se procedio a realizar todos los
ensayos con la muestra real de orina, tomada de nifios recién nacidos, y por tanto poco
expuestos a la contaminacién por HAPs. La muestra de orina fue dopada a distintas

concentraciones de la disolucion estdndar de 10HPyr. Las concentraciones fueron 0,15 ug/L,

0,25 pg/Ly 2,00 pg/L.

De la misma manera que se describia anteriormente, el MIP se acondicioné con 800 puL
de ACN. La etapa de carga se realiz6 con 200 pL de 10HPyr en las diferentes concentraciones
elegidas. La etapa de limpieza se efectué con 100 pL de una mezcla de disolvente de lavado
ACN:H,0 a una composicién de (95:5, v/v). El disolvente de elucién estaba formado por la
mezcla de disolventes MeOH:DCM (85:15, v/v). El volumen utilizado fue de 100 pL, realizando
en este caso en una sola elucién. En estas condiciones se obtenia una recuperacion del 78-90%
con una RSD< 6,7%. No se detecté 10HPyr en el eluato recogido procedente del NIP por lo que

se confirmé la selectividad del polimero hacia el analito.

La Figura 7.5 muestra dos cromatogramas, en el en primero de ellos (cromatograma A)
la orina se inyectdé directamente con 0,25 ug/L de 1OHPyr. El cromatograma posterior
(cromatograma B) representa la misma muestra tras someterse al proceso MISPE descrito con
anterioridad. En este caso se observd una disminucién considerable del frente cromatografico
debido a impurezas de la muestra, que si se observan en el cromatograma A, revelando la

efectividad del cartucho para limpiar la muestra.
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Figura 7.5. Cromatogramas de una muestra de orina (A) antes y después del proceso MISPE (B)

Para validar el método analitico desarrollado, se realizaron ensayos de precision
(reproducibilidad y repetibilidad) para los diferentes polimeros. Estos fueron los datos

obtenidos en los distintos ensayos:

La repetibilidad del método (precisién inter-dias), consisti6 en realizar 5 ensayos
idénticos durante 5 dias consecutivos. Para ello se doparon las muestra de orina con 0,15; 0,25

y 2,0 ug/L de 10HPyr, realizandose el proceso MISPE en cada uno de los casos.

La reproducibilidad o precision intra-dias se constatd en 5 muestras distintas dopadas
con concentraciones de 0,15, 0,25 y 2,0 ug/L, pero los ensayos se desarrollaron en el mismo

dia.

Los datos obtenidos se recogen en la Tabla 7.3
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Tabla 7.3. Reproducibilidad y repetibilidad utilizandoMIPpecip

Concentracion (ug/L) Precision (%)  Recuperacion (%)+SD
Reproducibilidad 0,15 6,7 7815
0,25 1,0 85.7+0.9
2 1,6 85+1
Repetibilidad 0,15 6,6 7815
0,25 2,5 87+2
2 2,7 9043

Los datos reflejan que para el MIP., Se obtuvo una recuperacién del 78-90% con una
RSD< 6,7%. Cuando las condiciones anteriormente descritas fueron verificadas en el polimero
no impreso, los resultados fueron los recogidos en la Tabla 7.4, reflejando que el MIP es

selectivo al analito.

Tabla 7.4. Resultados con el NIP

% Recuperacion NIP,eci
precip

92.96
Carga- Lavado

Elucién

7.3.2.2. Proceso MISPE. Polimeros sintetizados en bloque

Optimizacion del procedimiento

De manera andloga, se van a optimizar las diferentes etapas del proceso MISPE para el
polimero sintetizado en bloque. De esta forma se podra comparar el comportamiento de

ambos polimeros.
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El acondicionamiento, al igual que con el polimero sintetizado por precipitacion, se
asegurd con 800 pL de ACN. Posteriormente se va a optimizar tanto el volumen como la
concentracién de carga con el analito 10HPyr. En este caso el empaquetamiento no es tan
compacto como en el caso anterior y los disolventes atraviesan el polimero con mayor
facilidad aunque igualmente, con ayuda del sistema de vacio. Como pasaba en el caso anterior,
la carga de la muestra a distintas concentraciones queda completamente retenida en el

polimero eligiéndose 0,25 pig/L como concentracion de trabajo.

Una vez cargada la muestra ésta se mantuvo durante 5 minutos permitiendo a la
muestra percolar, trascurridos los cuales el sistema de vacio se conecté. La fraccion eluida se
recogié y se reconstituyd para ser analizada con el HPLC-FD. Se evaluaron diferentes
volimenes de carga del analito comprendidos entre los 50-500 piL, con la concentracidn de
trabajo anterior, 0,25 pg/L de 10HPyr, tras lo cual se llegd a la conclusién que el volumen

Optimo de carga era en este caso de 150 pL.

Siguiendo el procedimiento anterior, se optimizd la etapa de lavado para limpiar el MIP
de las sustancias no retenidas especificamente. En este punto, se probaron los mismos
disolventes que en el caso anterior. La Figura 7.6 muestra de manera analoga los resultados
obtenidos cuando se carga el MIP con 150 uL de 0,25 pg/L de 10HPyr y se somete a la etapa

de limpieza.
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Figura 7.6. Optimizacion del disolvente de lavado.M polimero impreso, N polimero no impreso.
Los numeros identifican los disolventes de lavado, 1 ACN:MeOH (50:20, v/v), 2 ACN:MeOH
(80:20, v/v), 3 agua, 4 ACN y 5 ACN:H,0 (95:5 ,v/v).

Como en el caso del MIP,ip, la mezcla de disolventes formada por ACN:H,0 (95:5, v/v)
que en el caso anterior fue la elegida para seguir con la optimizacion del proceso, did los

mejores resultados.

Una vez seleccionado el disolvente adecuado para el lavado de la muestra, el siguiente
paso fue la optimizacién del volumen de dicho disolvente, de forma que permita las mejores

recuperaciones del analito, minimizando sus pérdidas en esta etapa.

Volumenes crecientes en un intervalo de 100 a 400 pL de la disoluciéon ACN:H,0 (95:5,
v/v) son adicionadas al cartucho MISPE previamente cargado con 150 pL de una disolucion
0,25 pg/L de 10HPyr. Los extractos obtenidos son analizados con el HPLC-FD, reportando que
el volumen éptimo de limpieza era de 100 pL de la mezcla de disolventes ACN:H,0 (95:5, v/v).
Ni un aumento en el volumen de disolvente ni la repeticion del proceso, disminuia la cantidad

de analito retenida en el cartucho que en este caso fue de 90,18% tras dicha etapa.
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En la optimizacidn de la etapa de elucién se analizdé el comportamiento de distintos
disolventes y mezclas de los mismos en distintas proporciones y volimenes con el objetivo de
alcanzar la méxima recuperacién de analito en esta ultima etapa. Los disolventes utilizados
fueron MeOH, MeOH:DCM, ACN:H,0 ya probados con el MIP . El volumen empleado en

este ensayo fue de 200 pL. Los resultados son presentados en la Figura 7.7.
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Figura 7.7. Optimizacion del disolvente de elucion

De igual forma que sucedia en el MIP, la mayor recuperacion del analito se dio con

la mezcla de disolventes MeOH:DCM (85:15, v/v).

Para finalizar, se optimizd el volumen del eluyente que se afiade al cartucho MISPE en
la dltima etapa del proceso, con la finalidad de obtener mejores recuperaciones y por tanto,

mejores resultados.

Esta optimizaciéon es llevada a cabo con volimenes crecientes del disolvente
MeOH:DCM (85:15, v/v). Las mayores recuperaciones fueron obtenidas con un volumen de
150 plL x 3. Era en estas condiciones cuando se obtenia una recuperacién del 78,52%, un valor
un poco inferior al obtenido cuando el proceso se realizaba con el MIP ., con el que se

obtenia una recuperacion del 82,10%.
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Posteriormente, el polimero se vuelve a lavar y a acondicionar para permitir su

reutilizacion.

El mismo procedimiento fue efectuado con el NIPy,qe. Cuando las condiciones
anteriormente descritas fueron verificadas en el polimero no impreso se obtuvo que en las
etapas previas a la elucidn, la pérdida de analito era del 90,91%, por lo que el MIPyjoque €5

selectivo para el analito 10HPyr.

Validacién del procedimiento en muestras de orina

De manera andloga al MIPyecp, Se validé el método para el polimero en bloque en
muestras reales de orina a tres concentraciones de analito. Los resultados obtenidos son los

mostrados en la Tabla 7.5.

Tabla 7.5. Reproducibilidad y repetibilidad del MIPyoque

Concentracion (ug/L) Precision (%) Recuperacién (%)=SD
Reproducibilidad 0,15 8,4 7116
0,25 8,4 737
2 8,8 80+8
Repetibilidad 0,15 8,8 7516
0,25 2,9 752
2 7,5 8316

La Tabla 7.5 muestra como para el MIPyjoque S€ Obtuvo una recuperacién del 71-83%

con una RSD< 8,8%.

Cuando las condiciones anteriormente descritas fueron verificadas en el polimero no

impreso los resultados fueron los recogidos en la Tabla 7.6.
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Tabla 7.6. Resultados con el polimeros no impreso

% Recuperacion NIPpioque

Carga- Lavado 92,380

Elucién 0

El polimero no es capaz de retener el analito, elimindndose mds del 92 % del presente

en la muestra. Puede concluirse, por tanto, que el MIPyoq.e €5 Selectivo para el analito 10HPyr.

7.3.2. Estudios de selectividad

La completa confirmacién de la capacidad de impresién incluye el estudio de la
selectividad del polimero. Esta fue llevada a cabo analizando la capacidad de unién del MIP en
presencia de otras sustancias con estructuras andlogas a las del 10HPyr como fueron los

isomeros hidroxilados del fenantreno mostrados en la Figura 7.8.

10H Fenantreno 20H-Fenantreno 30H Fenantreno 40H Fenantreno

i e o OH o
) DOSENOOEND S
HO
H

Figura 7.8. Isomeros del derivado hidroxilado del fenantreno

La eleccion de los derivados hidroxilados del Phe tuvo en cuenta la similitud estructural
con el 10HPyr y su menor tamafio, ademas de estar presentes junto con el analito en la
mayoria de las muestras. Los metabolitos del Phe han recibido un gran interés en la
biovigilancia de los HAPs. Aunque sus concentraciones en orina son menos sensibles para
evaluar la exposicion de HAPs en fumadores que el 10HPyr, son mejores candidatos cuando el
estudio de biovigilancia comprende fumadores y no fumadores, o la exposicién a la inhalaciéon

es especifica para Phe en determinados ambientes industriales. Por otro lado, las dietas ricas
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en HAPs causan una elevada excrecion de los metabolitos del Phe en orina. Consecuentemente

han sido utilizados para la biomonitorizacién de los HAPs en la dieta [33, 119].

El fenantreno es un compuesto formado por tres anillos aromaticos que se metaboliza
en el organismo a hidroxifenantreno en sus distintos isémeros, siendo excretados por el
organismo a través de la orina. Al estar presente en este medio junto con el 10HPyr, estos
pueden determinarse conjuntamente aportando informacién adicional de exposicion a HAPs
[99, 355]. Los HAPs requieren activacion metabdlica para expresar su carcinogénesis y los
metabolitos del fenantreno pueden servir para evaluar dicha activacién, incrementandose, por
tanto, en los Ultimos afnos los métodos que determinan simultdneamente el 10HPyr con

dichos compuestos [33, 338].

Para llevar a cabo este estudio de interferencias, se traté de optimizar el método
cromatografico para realizar la separacién de los isémeros del fenantreno, intentando
solventar con ello, los problemas de coelucién que son reportados en la bibliografia consultada

[125, 386-389].

Aplicando el método cromatografico utilizado para el 10HPyr, los tiempos de
retencién para cada uno de los isGmeros aparecian muy préximos entre si, situdndose la
elucién de los cuatro entre los 2,2, y 2,5 minutos, lo que impedia la cuantificacidon conjunta. Se
intenté desarrollar un método cromatografico que permitiese la separacidon de los picos,

modificando los parametros anteriormente optimizados para el 10HPyr.

Manteniendo la misma columna y las mismas longitudes de excitacién y emisién, se
modificé la velocidad de flujo, (0,6; 0,8; 1,2 y 1,4 mL/min), sin conseguir la cuantificacion

individual de los compuestos.

Se probaron distintas proporciones de fase mévil, manteniendo el régimen isocratico,

observando que un porcentaje de agua muy elevado permitia retardar los tiempos de
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retencion de los compuestos, partiendo de una composicion MeOH: H,0 de 50:50, v/v, para ir
aumentado la proporciéon de agua hasta el 100% sin conseguir solventar los problemas de
coelucién. La variacion en la composicion de dicha fase movil, como ACN:H,0, MeOH:ACN o

ACN:MeOH tampoco mejord el resultado, sin dar una solucion satisfactoria.

Finalmente, se propuso realizar un gradiente de concentraciones a un flujo de 1

mL/min representado en la Tabla 7.7

Tabla 7.7. Gradiente de concentraciones en la separacion de los isomeros del Phe

t (min) H,0 (%) MeOH (%)
0 50 50
15 40 60
20 35 65

Con estas condiciones se obtuvo el cromatograma de la Figura 7.9. Los picos

cromatograficos se corresponden de menor a mayor tiempo de retencién con 3-OHPhe, 4-

OHPhe, 2-OHPhe, y 1-OHPhe.

FLD1 A, Ex=242, Em=388 (C:\CHEM32\1\METHODS'MON M\120813_2 D)

N
13

min

Figura 7.9. Cromatograma de los isomeros del Phe
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A la vista de los resultados, y de acuerdo con la bibliografia, hasta el momento no se ha
logrado la separacidon cromatografica de los cuatro isémeros conjuntos del Phe, debido a la
coelucién de los mismos. Por ese motivo, el procedimiento MISPE optimizado se realizd de

manera individual.

Por lo tanto, debido a que los derivados hidroxilados presentan problemas de
coelucién, el proceso MISPE se llevé a cabo individualmente con cada uno de los isémeros

[118, 360, 388].

Los estudios de interferencias se realizaron exclusivamente para los polimeros de
impresién molecular sintetizados por precipitacion dado que este MIP ofrecid los mejores
resultados de union con el analito que el MIPy,qu. Para ello, se prepararon disoluciones de
0,25 pg/L de cada analito partiendo de las disoluciones estandar. El procedimiento optimizado
descrito anteriormente fue empleado para evaluar cada una de las mezclas. Los analitos
fueron retenidos completamente en el cartucho de SPE. La Figura 7.10 muestra los resultados

comparativos obtenidos en las etapas de lavado y elucién.
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Figura 7.10. Selectividad de los isémeros del OHPHe con el 10HPyr. La fraccion no retenida se

representa en color azul, la fraccidon de limpieza en color rojo y la eluida en color verde.

A la vista de la Figura 7.10, puede sostenerse, por tanto, que el MIPp., muestra un
alto grado de reconocimiento especifico hacia el 10HPyr, mucho mayor que el que
presentaban los distintos metabolitos del Phe. Esto es debido al tamafio, forma vy

estereoquimica de las cavidades impresas. Sin embargo, la presencia del grupo hidroxilo en Ia
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posicién 1, exhibié un mayor grado de reconocimiento que los demds isGmeros por los sitios
de unidn y una mayor competitividad con el 10HPyr. Esto se deduce al advertir la presencia

del 10HPyr coeluyendo en la etapa de lavado junto con el 10HPhe.

Consecuentemente, la ausencia del grupo hidroxilo en la posicion 1 (los demas
isdbmeros) representa una mayor diferencia de unién con el 10HPyr, ya que no se observd
presencia de analito en la etapa de lavado. En estos casos, se deduce que existen mayores
diferencias de unidn entre los analitos y el MIP. Ademas, el menor tamafio de los isdmeros del
Phe respecto al 10HPyr, denota que se implementan facilmente dentro de los sitios de union
del polimero exhibiendo una buena unidén con el MIP comparable con la unién del 10HPyr. Sin
embargo, a la vista de los resultados mostrados en la Figura 7.10, esto no afecta
significativamente los valores de recuperacién del 10HPyr cuyo rango de recuperacion

estuvieron entre el 80-91%.

Por otro lado, los cuatro isémeros del fenantreno se dispusieron junto con el analito
10HPyr, sometiéndose el procedimiento MISPE previamente descrito para el MIPecp. Aunque
la cuantificacion individual no fue posible, si que se observé que la presencia de los isémeros,
no afectaba la recuperacién del analito 10HPyr, obteniéndose unas recuperaciones del orden

de 82,8% en la etapa de elucion.

En la Figura 7.11 se muestra un cromatograma donde puede observarse como la

presencia de los isémeros no dificultaba la determinacion del 10HPyr.
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Figura 7.11. Cromatograma conjunto de los 5 analitos en muestras de orina tras procedimiento

MISPE

Por lo tanto, se puede concluir, que la presencia de los isémeros de los compuestos
hidroxilados del Phe no interfiere en la deteccién del 10HPyr en el proceso MISPE, podemos
decir, por tanto, que el MIP es especifico para el 10HPyr, pudiendo retener en menor medida

a los demas.

7.3.3. Comparacion de resultados con C-18

Una vez optimizadas las diferentes etapas del MISPE, se probaron las condiciones SPE
en un cartucho comercial de la marca Symta de 1 mL de capacidad y relleno con particulas C-
18 en vez de con los polimeros impresos. Para llevar a cabo la comparacién de los resultados
se tuvo en cuenta su mayor semejanza con el polimero sintetizado en bloque y se aplicaron de

manera analoga esas condiciones.

Se tomaron 150 pL de una muestra de 0,25 pg/L de 10HPyr en orina libre de HAPs. La
carga se mantuvo durante 5 minutos para facilitar que el analito se mantuviese en contacto
con el material adsorbente. En la fraccién recogida tras la etapa de carga se observé la

presencia del analito en un 16%, es decir, no se retuvo el 84% del analito cargado.

La etapa de limpieza se realiz6 con 100 plL de la mezcla de disolventes ACN:H,0 (95:5,

v/v), en este caso el analito no retenido supuso el 35,5% del total.
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El eluato obtenido tras la etapa elucidn realizada con 100 uL de MeOH:DCM (85:15,
v/v) dio una recuperacién del 23,2 % del analito total, confirmando la mejora introducida en el
tratamiento de muestra utilizando el MIP. El empleo de los polimeros de impresiéon molecular

para realizar un MISPE aifade una gran selectividad hacia el analito de interés.

7.4. CONCLUSIONES

A la vista de los resultados obtenidos se puede concluir:

e En este estudio se han empleado distintos MIP como material adsorbente en un
proceso MISPE para la determinacion de metabolitos hidroxilados de los HAPs. Una
vez los parametros del MISPE fueron optimizados, el procedimiento fue validado
empleando muestras de orina humana.

e Se ha desarrollado una nueva metodologia eficaz de tratamiento de muestra y
extraccion selectiva mediante el procedimiento de extraccion en fase sdlida,
empleando polimeros de impresion molecular para la determinacién del 10HPyr
(MISPE-HPLC-FD). Los polimeros impresos como material adsorbente selectivos para el
10HPyr, han demostrado una alta selectividad hacia el analito de interés,
evidenciando la creacién de cavidades especificas para el reconocimiento del 10HPyr.

e Los MIP han permanecido estables durante todos los ensayos aun siendo sometidos a
procesos agresivos de limpieza.

e Se ha comparado el comportamiento de dos polimeros sintetizados de distinta
manera, comparando sus resultados tras el proceso MISPE. Los métodos fueron
validados ofreciendo unas altas recuperaciones, bajos limites de deteccidn, buenos
resultados de repetitividad y reproducibilidad, ademas de suministrar una gran
especificidad en la determinacién del 10HPyr. Finalmente se ha comparado Ia

recuperacion de analito en estos polimeros y en un cartucho comercial C-18.
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El método admite una minima manipulacidon de las muestras, siendo rapido y sencillo,
permitiendo el andlisis rutinario del compuesto 10HPyr. Aunque la separacién
cromatografica de los metabolitos del fenantreno no se pudo llevar a cabo, el MIP
mostré un alto grado de reconocimiento especifico hacia el 10HPyr, sin que la
presencia de otros compuestos llega a interferir en la deteccién del analito.

El método de polimerizacidn por precipitacion dio mejores resultados debido a la
geometria y homogeneidad de los sitios de unién con el analito respecto al sintetizado
en bloque, ademas de que con el MIP, Se evitd la manipulacién del polimero sin
necesidad de tener que tamizar ni triturar, evitando pérdidas y tiempo de preparacion
del material adsorbente. Este polimero mejord sensiblemente las propiedades del MIP
sintetizado en bloque.

Los resultados mostrados ponen de manifiesto que el material MIP ., como material
adsorbente es muy adecuado para la extraccién y limpieza del 10HPyr en muestras de
orina. La reduccién del tamafio de los cartuchos de extraccion lleva asociado ademas
diversas ventajas, simplificando el proceso global, como son un menor coste y menor
generacion de residuos al emplearse pequefias cantidades de disolvente.

Las recuperaciones obtenidas con este procedimiento mejoran los resultados
obtenidos en la literatura respecto a otros absorbentes, usualmente C-18 [102, 108,
120, 338, 345, 354]. Estos resultados muestran que el MIP es un absorbente mucho
mas efectivo que puede ser satisfactoriamente aplicado para extraccién del 10HPyr.
Por otra parte, se han demostrado las ventajas del MIP como absorbente dando una
mayor especificidad frente a los adsorbentes tradicionales.

En la bibliografia sélo se han encontrado dos trabajos que empleasen los MIP para la
determinacion de HAPs [235, 301], siendo este trabajo el primero que emplea un

polimero impreso para determinar metabolitos en la orina. Los resultados tanto de
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reproducibilidad como de sensibilidad y recuperacién obtenidos indican que el método

descrito puede ser empleado en estudios de biovigilancia.
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8. PROCEDIMIENTO FIA PARA EXTRACCION Y PRECONCENTRACION DE 1-

HIDROXIPIRENO CON POLIMEROS DE IMPRESION MOLECULAR

8.1. INTRODUCCION

En este capitulo, se presenta un sistema FIA-MISPE que emplea un polimero de
impresién molecular empaquetado en una microcolumna para la preconcentracién vy
aislamiento del 10HPyr en orina con deteccién de fluorescencia. La preconcentracion del
analito estard basada en la retencién especifica existente entre el MIP y el 10HPyr. Hasta el
momento y revisada la bibliografia, no se ha encontrado ningun articulo donde esta
metodologia haya sido aplicada al analito de interés, suponiendo éste un método rapido y

novedoso para la preconcentracion y determinacién del 10HPyr en estas muestras de orina.

Como se ha puesto de manifiesto en capitulos anteriores, en los ultimos afios, se han
publicado numerosos métodos analiticos para la determinacion del 10HPyr y otros
metabolitos de los HAPs. Sin embargo, ademas de los avances realizados en el desarrollo de
nueva instrumentacién, los cambios mas importantes se han producido en los recientes
enfoques con los que se ha afrontado el tratamiento de muestra en el andlisis de trazas en
matrices complejas. Las nuevas estrategias tienden a buscar procedimientos mas selectivos de
extraccidon y a potenciar la automatizacién y el acoplamiento a las técnicas cromatrograficas
[133, 239]. Todo ello, intentando que la extraccidon de los analitos se realice en el menor
tiempo posible, evitando la manipulacidon de la muestra y minimizando las cantidades de
disolventes a utilizar. En este contexto, las técnicas de analisis en flujo proveen mejoras que
hacen posible conseguir los objetivos marcados por las nuevas tendencias en la Quimica
Analitica [390, 391]. El desarrollo de métodos automatizados de andlisis permite disminuir los
errores resultantes de la intervencién humana. Con ello, se consigue mayor reproducibilidad

en la medida, menor cantidad de reactivos necesarios y tiempos de analisis mas cortos,
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ademads de poder abarcar un mayor nimero de determinaciones con un mayor beneficio tanto

econdmico como medioambiental.

De un modo general, los sistemas en flujo se pueden clasificar, segin el proceso de
muestreo, en continuos y discretos, y segun las caracteristicas del flujo, en segmentados, no

segmentados o monosegmentados. La clasificacion segun la IUPAC [392] se resume en la

Figura 8.1.
| ANALISIS EN FLUJO |
MUESTREO CONTINUO | | MUESTREO INTERMITENTE
| ] [ ]
Flujo Flujo no ASPIRACION INYECCION
segmentado segmentado DE LA DE LA
MUESTRA MUESTRA
Flujo Flujo no Flujo no Flujo
segmentado segmentado segmentado segmentado

[ Fa ] [ e | |MS|FA|

Figura 8.1. Clasificacion de los sistemas en flujo (IUPAC). CFA: flujo continuo multisegmentado.
FIA: andlisis por inyeccion en flujo. LC: cromatografia liquida. MSFA: andlisis en flujo

monosegmentado. SIA: andlisis por inyeccion secuencial

A continuacion se describen brevemente los fundamentos de los distintos sistemas de

flujo presentados en la Figura 8.1:

e Analisis en flujo multisegmentado (CFA): En estos sistemas las muestras se aspiran
secuencialmente y son segmentadas por burbujas de aire. Esta segmentacion permite
favorecer el mezclado de las disoluciones tanto de reactivos como de muestras,

aisldndolas de la disolucién portadora [393].
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e Analisis por inyeccién en flujo (FIA): Las muestras se procesan individualmente Se basa
en la insercidn de una alicuota en un flujo de una disolucidn portadora que la conduce
hasta el detector.

e Analisis en flujo monosegmentado (MSFA): La muestra se introduce entre dos burbujas
de aire, formando un monosegmento. Permite minimizar la dispersidn, en relacién con
el sistema FIA. Se emplea cuando la cinética de la reaccién es lenta [394].

e Analisis por inyeccion secuencial (SIA): Las disoluciones se introducen en el sistema
analitico de forma secuencial. Esto se controla mediante un software especializado,
con ayuda de una valvula multipuertos [395].

e Anadlisis por inyeccidon multiconmutacion: Utiliza como dispositivo fundamental
valvulas solenoides de 3 vias. Ofrecen la posibilidad de determinar diferentes analitos

en condiciones diversas manteniendo la estructura del mddulo constante [396].

El trabajo presentado en este capitulo propone un sistema de andlisis de inyeccién en
flujo (FIA). Los métodos de inyeccidon en flujo o FIA son métodos automaticos en flujo continuo
no segmentado, que se basan en la introduccién y el procesamiento de la muestra en una
corriente continua de una fase liquida en la que ésta se introduce [397]. La corriente se
mantiene con la ayuda de un modulo de impulsién del fluido. Esta corriente portadora
confluye con la corriente de reactivo transportandose a través de un sistema de conducciones
de pequefio didmetro hasta llegar al detector. Este tipo de sistema fue desarrollado
originalmente en Dinamarca por Ruzicka y Hansen [398] y posteriormente, también otro
sistema similar, fue utilizado en EEUU por Stewart en 1975 [399]. Debido a su versatilidad,
precision, rapidez y sencillez, los sistemas FIA han sufrido un gran desarrollo aplicandose a un

gran numero de metodologias analiticas.
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Las caracteristicas principales de un sistema FIA son:

e Flujo no segmentado por burbujas de aire.

e La muestra liquida es inyectada directamente al flujo.

e Se realiza un transporte de la muestra inyectada a través de un sistema de canales en
los cuales puede llevarse a cabo un proceso fisico-quimico.

e Laseial que proporciona el detector es transitoria.

Entre sus ventajas mds destacadas se encuentran la rapidez, simplicidad de su
configuracién, su facil manejo y flexibilidad, ademas de su bajo coste y robustez [390]. Entre

sus desventajas destaca el recalibramiento del sistema debido al deterioro del material [400].

Los componentes bdsicos del sistema se pueden consultar en la Figura 8.2 y son

descritos a continuacion:

4 Muestra
é Bucle de

reaccion
Portador {
@ m Detector
]

/

Reactivos

Bomba peristaltica Desechos

Figura 8.2. Sistema de andlisis por inyeccion en flujo

Unidad de propulsién: que establece un flujo de caudal constante ausente de impulsos

y perfectamente reproducible. Se suele emplear una bomba peristaltica que basicamente

consiste en un tambor que contiene una serie de rodillos que comprimen un tubo flexible lo
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gue provoca un vacio que ayuda a transportar el liquido. El detalle del funcionamiento de la

bomba peristaltica puede consultarse en la Figura 8.3 [401].

Figura 8.3. Unidad de propulsion. Cabezal de bomba peristdltica [401]

Sistema de inyeccidn: cuya misién serd introducir una cantidad definida de muestra en

la corriente del portador. Se suelen emplear las valvulas rotatorias de seis vias. Han de ser
sistemas muy reproducibles en cuanto a volumenes de carga, a la vez que rapidos y de facil

manejo asi, como tener una aceptable capacidad de automatizacién.

El funcionamiento de la valvula rotatoria de seis puertos para las dos posiciones, de

carga y de inyeccion se describe a continuacién en la Figura 8.4 [402].

# #

Portador
Muestra Muestra Portador
— —» —
Reactor Reactor

Desecho Desecho

A B

Figura 8.4. Vdlvula de 6 vias. La vdlvula en posicion A representa la posicion de carga, mientras

que la vdlvula en la posicion B representa la posicion de inyeccion [402].
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Sistemas de transporte: los cuales sirven para conectar los distintos elementos del

sistema conduciendo los distintos fluidos. Generalmente son realizados a base de materiales
como el teflon o polipropileno, resistentes tanto a los reactivos como a temperaturas
agresivas. Los sistemas de transporte se dividen en tubos, conectores y reactores. En estos
Ultimos es donde se dan los procesos fisico-quimicos, base del método analitico. Estan
disefiados en diferentes formas (rectos, espiral, helicoidal) con o sin relleno. En este ultimo
caso, la estrategia que ha despertado un gran interés en los ultimos afios es el empleo de
reactivos inmovilizados en microcolumnas, de tal forma que el flujo de caudal atraviese dicho
material. El empleo de reactores en fase sélida presenta una serie de ventajas analiticas
respecto a los sistemas homogéneos en disolucién. Entre ellas destaca el aumento en la
sensibilidad analitica y en la velocidad de inyeccidn, derivadas de una menor dispersion sufrida
por la muestra. Esto es asi porque la transferencia radial de masas en un lecho empaquetado
es mucho mas intensa. El incremento de la sensibilidad se debe también a que los reactivos
estan preconcentrados, lo que se traduce en un aumento de la sefial analitica. La espiral de
reaccion, en este caso, sin reacciéon quimica, hace referencia a reactores donde la interaccién
con la muestra se limita a un proceso fisico-quimico de adsorcidn, extraccién o enlace
electroestatico, sin alteracién quimica de la especie retenida para tareas de preconcentracion

del analito y eliminacién de interferentes [403].

Las condiciones del soporte de inmovilizacion que deben reunir para su uso en FIA

serian:

e Tamano de particula adecuado que permita el flujo libremente para poder trabajar a
presiones adecuadas.
e Estabilidad mecanica.

e Inercia quimica frente al portador y reactivos.
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Sistema de deteccidn: como cualquier sistema de deteccidn, transforma la sefial del

analito en energia. La sefal analitica que se obtiene en un sistema FIA se denomina fiagrama, y

es una representacion de dicha seiial medida frente al tiempo.

Para que resulte adecuado en FIA, un detector tiene que reunir una serie de
caracteristicas, como puede ser su bajo nivel de ruido, dar una sefial independiente del caudal,
ademads su respuesta debe ser rapida (ya que miden en flujo), sensible y lineal en un amplio

margen de concentracion.

En respuesta a la necesidad de automatizar el pretratamiento de la muestra, se han
planteado varios procedimientos FIA para el analisis de HAPs. En ellos se suele incluir una
microcolumna de diversos rellenos (nanotubos de carbono, polimeros de coordinacidn, fase
estacionaria C-18) o llevando a cabo una reaccion luminiscente [404-409]. Sin embargo,
existen muy pocos para la determinacién de los metabolitos hidroxilados. Por ejemplo, por
citar algunos, se han propuestos analisis fluorimétricos sobre soporte sdélido para Ia
determinacién de 10HPyr en orina empleando discos de C-18 [410] o se han estudiado otros
sistemas de pretratamiento de muestra empleando, por ejemplo, precolumnas acopladas a
sistemas HPLC para, mediante un sistema on-line que permita la inyeccion directa de las

muestras de orina, determinar 10HPyr [411].

Se han montado sistemas de columnas on line acopladas a HPLC multiconmutacionales
para determinar en orina los isémeros monohidroxilados del B[a]Pyr [353] 6 10HPyr [347]. En

sistemas off line se han realizado SPE para la extraccidén y cuantificacién del 3-hidroxibenzo

[a]pireno [252, 301], incluso se ha optimizado un sistema Rapid Trace™ en SPE para la medicién

de 23 metabolitos de HAPs en muestras de orina [312].

Siguiendo esta tendencia, se ha descrito un método de inyeccion en flujo basado en la

extraccion en fase solida para la preconcentracién y determinacion del 10HPyr en muestras de
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orina, empleando un polimero de impresion molecular (MIP) como material adsorbente.
Comparado con los materiales tradicionales, los MIP han demostrado ser mas efectivo y han
sido satisfactoriamente aplicados para la preconcentracion y el aislamiento de analitos en
muestras complejas en los udltimos afios [135, 137]. Por otro lado, las técnicas en flujo son
técnicas rdpidas, robustas y flexibles, que emplean menor cantidad de muestra, reduciendo

por tanto los costes de reactivos y de desechos [390].

8.2. DESARROLLO DE LA METODOLOGIA

8.2.1. Deteccion fluorimétrica

Para la deteccion fluorimétrica se utilizd un espectrofluorimetro Perkin Elmer LS 55
controlado por el software FL WinLab. El espectrofluorimetro consiste en una fuente de luz de
excitacion que puede ser una ldmpara de UV o laser y un juego de lentes para dirigir el haz de
luz hasta el monocromador de excitacién, que es el que selecciona la longitud de onda de luz
que incidira en la muestra. Una vez esta luz ha interaccionado con la muestra, la radiacion
emitida llega al monocromador de emisidn y posteriormente es capturada por un detector que
la procesa y la envia a un ordenador, donde un software procesa la sefial. De esta forma se

obtienen los espectros de absorcion y emision de un material luminiscente.

El espectro de excitacién se obtiene fijando la longitud de onda de emisién en el
monocromador de emision y se hace un barrido en un intervalo de longitudes de onda para
encontrar el valor éptimo que servird para excitar la muestra. Para obtener el espectro de
emision, se fija la longitud de onda en el monocromador de excitacion y se hace un barrido en
un intervalo de longitudes de onda para determinar los picos caracteristicos de emision del

material.

La intensidad de fluorescencia fue medida a A.,=242 y A.,=388 con una anchura de

rendija de 2,5 nm tanto de excitacion como de emision ajustando la sefial/ruido y mejorando
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la resolucién de la sefal. El pico detectado es cuantificado en un fiagrama que es la

representacion grafica de la intensidad de la sefial frente al tiempo.

8.2.2. Configuracidn del sistema FIA

La configuracién del sistema FIA se dispuso como muestra la Figura 8.5.

Microcolumna

i Fluorimetro
Valvula de
inyeccion
P Desecho
Bomba I_I
| | Célula de flujo
A: Portador

A B C

Bucle de inyeccién
B: Disolvente de lavado

C: Disolvente de elucion

Figura 8.5. Esquema del montaje del sistema FIA para la determinacion del 10HPyr. Las
disoluciones empleadas fueron A= ACN, B: mezcla de ACN:H,0 en proporcion (95:5,v:v) y C:
mezcla de MeOH:DCM en proporcion (85:15, v:v)

La microcolumna fue preparada con 11,3 mg de polimero MIP (la fracciéon de tamafio
de particula elegida correspondia a un intervalo de entre 50-100 um), sintetizado en bloque y
empaquetado con ayuda de una jeringa en un tubo de 1,8 cm de longitud y 0,8 de didmetro de
politretafluoroetileno (PTFE). En el sistema FIA, la corriente de flujo fue generada por una
bomba peristéltica (minipuls 2 Gilson) a una velocidad de 1 mL/min y las muestras fueron
introducidas a través de una valvula rotatoria de 6 canales (Omnifit, Cambridge) provista de un

bucle de 250 uL de capacidad. Un tubo de 0,8 mm de didmetro interno conecto6 la valvula, la
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microcolumna y la célula de flujo que estaba situada dentro del compartimento del

espectrofluorimetro.

Se prepar6 de igual forma una microcolumna conteniendo el NIPyoq,e para estudiar la

selectividad del polimero para el 10HPyr.

La Figura 8.6 muestra una fotografia tomada en el laboratorio de la disposicion del

montaje y de la célula de flujo que se encontraba dentro del espectrofluorimetro.

Figura 8.6. Esquema del montaje FIA. Célula de flujo (Quartz Suprasil ®) de 150 uL empleada

en el montaje FIA

8.2.3. Procedimiento FIA

Una vez preparado el montaje FIA, el procedimiento comenzd con un flujo del
portador (ACN) a una velocidad de 1 mL/min que atravesaba la microcolumna empaquetada
con el polimero MIPyeque hasta conseguir una linea base estable. En ese momento 250 ulL de

muestra era inyectada en el sistema a través de la valvula de inyeccion. Los analitos quedaban
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entonces retenidos en el polimero de la columna. Se llevd a cabo una etapa de limpieza con
una solucion portadora de una mezcla ACN:H,0 (95:5, v:v). La elucidon se realiz6 empleando
como disolucion eluyente una mezcla formada por MeOH:DCM (85:15, v/v), que al atravesar la
columna arrastraba al analito del MIP. La intensidad relativa de fluorescencia es entonces
medida de forma continua en el espectrofluorimetro. El pico detectado, debido al paso del
analito a través de la célula de flujo, fue medido y cuantificado. Cuando la sefial de

fluorescencia retorna a la linea base, el sistema queda listo para la siguiente determinacidn.

8.2.4. Proceso FIA en muestras de orina

El método optimizado fue aplicado en la determinacidon de 10HPyr en orina de nifos
recién nacidos dopadas a la concentracion requerida. Para ello se tomd 1 mL de muestra de
orina libre de HAPs, la cual se dopard con las concentraciones adecuadas de 10HPyr. La orina
fue previamente filtrada con un filtro Whatman PPW/GMF con un tamafio de poro de 0,45
um. La muestra se inyectd en el bucle de inyecciéon de 250 pL a un flujo de 1mL/min,

procediéndose a llevar a cabo las etapas de lavado y elucién anteriormente optimizadas.

8.3. DISCUSION DE LOS RESULTADOS

8.3.1. Optimizacion del método fluorimétrico

Para la optimizacién de las variables del método fluorimétrico, se tuvieron en cuenta
las longitudes de onda reportadas en el anterior capitulo 5, eligiéndose por tanto longitudes de
onda de excitacién y emision de Ae=242 nm y A, =388 nm.

El siguiente parametro a optimizar fue la anchura de la rendija del monocromador. La
mejor resolucién del la sefial del pico se deba con una anchura tanto de excitacién como de
emisién de 2,5 nm. Se probaron distintas anchuras de la sefial en rangos de 0 a 2,5 nm, tanto
para la anchura de emisién como la de excitacidn, obteniéndose la mejor resolucién con el

valor de 2,5 nm para las dos anchuras del monocromador.
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8.3.2. Optimizacidn de las etapas del proceso FIA

Previamente al sistema FIA desarrollado y optimizado (Figura 8.4) se probaron otros
disefos que incluian el polimero dentro de la célula de flujo [412, 413].

Para estos ensayos, se empaquetd el polimero integrado en la célula de flujo, se
tapond con una red de nylon la salida del polimero para evitar que la corriente arrastrase las
particulas del polimero hasta el detector.

El primer polimero empaquetado se correspondidé con el MIP realizado por
precipitacidn. Los primeros ensayos se llevaron a cabo inyectando una muestra de 100 pug/L de
una disolucion estandar de 10HPyr en ACN. De esta forma se obtuvo una sefial fluorimétrica
que no volvia a ser reproducible, seguramente debido a que el flujo de portador hacia
compactar el empaquetamiento del MIP impidiendo el paso dptico de luz en las posteriores
medidas sin que la sefial pudiese llegar al detector. El pequefo tamano de las particulas
formadas por precipitacion, probablemente impedian el paso dptico de la luz. Teniendo esto
en consideracién, se probd con el polimero en bloque incluyendo en el empaquetamiento
particulas de vidrio de poro controlado CPG (glass controled pore) junto con el MIP en la
misma proporcién (50:50). Se probaron diferentes proporciones en la relacion MIP:CPG como
fueron 80:20, 60:40, 40:60. De igual forma se probd pero con las particulas del MIP sintetizado
en bloque mezclados con CPG en las mismas proporciones anteriores sin conseguir la
reproducibilidad de las medidas por lo que se desestimd esta linea de investigacion, centrando
el trabajo en el empaquetamiento del MIP en una microcolumna externa al sistema detector.

Se llevd a cabo el ensayo de diferentes configuraciones del montaje FIA, asi como la
optimizacion de las distintas variables que pudiesen influir en dichos sistemas, tanto quimicas
como hidrodinamicas (velocidad de flujo, volumen de inyeccion...), siempre con el objetivo de

buscar la sencillez del procedimiento
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Primeramente se estudid el MIPyoque Y Se optimizé el tamafio de particula de la
microcolumna. Para llevar esto a cabo se prepararon distintas microcolumnas rellenas con
distinto tamafio de particula, observandose que particulas de un tamafio inferiores a 50 um
producian sobrepresiones en el sistema, mientras que particulas cuyo tamafio era superior a
100 pum conducian a picos de fluorescencia demasiado anchos. La microcolumna se
empaquetd entonces con el polimero MIPyeque cON un tamafio de particula comprendido en
ese intervalo. El polimero se mantuvo entre dos topes constituidos por una red de nylon para
evitar el arrastre del mismo por el flujo del portador y de los diferentes disolventes.

Paralelamente, se prepard de la misma forma y con las mismas caracteristicas otra
micrcolumna rellena con el NIPgyq.. De esta forma se podia estudiar la selectividad del
polimero impreso frente al no impreso, solamente cambiando las columnas en el sistema. Se
muestra a continuacion, en la Figura 8.7, una fotografia tomada en el laboratorio mostrando el

empaquetamiento de la columna conteniendo el MIPyjoque.

Figura 8.7. Detalle de la microcolumna empaquetada con el MIPpjoque

Otros parametros que se tuvieron en cuenta a la hora de optimizar el procedimiento

fueron:

e Volumen de inyeccién de muestra: Su optimizacion influird sobre la dispersién. Se
probaron bucles de distintos tamafios tales como 100, 250, 400 y 500 pL. Se observo
que el uso de un volumen de 250 plL no provocaba un aumento en la dispersidn de la
sefial. El bucle se realiz6 con un tubo de PTFE de 50 cm de longitud y 0,8 mm de

diametro interno.
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Caudal o velocidad de flujo: al aumentar éste, disminuia la dispersién y la anchura de
pico. El estudio de la velocidad de flujo reveld que la sefal aumentaba a flujos altos.
Para la optimizacidn del caudal se ensayaron varias velocidades de flujo comprendidas
en el intervalo 0,1-1 mL/min, siendo éste Ultimo el que proporcionaba una mejor sefial

analitica.

Longitud de los tubos: parametro relacionado con la dispersidon. Se ajustaron las
longitudes de los sistemas de transporte para que la medida fuese rapida y se
obtuviese una buena sefial analitica. Se comprobd que segun aumentaba la longitud

de los tubos, aumentaba la dispersién de la sefial.

La reproducibilidad de las medidas se veia mejorada si previamente al montaje, las
diferentes disoluciones eran desgasificadas en un bafio de ultrasonidos durante 10
minutos antes de incorporarse al caudal. De esta forma se evitaban la presencia de
burbujas dentro del sistema que pudiesen modificar la sefial una vez que ésta llega al

detector.

Disolvente de extraccién: Para optimizar los disolventes del proceso de extraccién se
tuvieron en cuenta los pasos previos de optimizacion de los disolventes de
acondicionamiento, carga, limpieza y elucién tanto para el MIP como para el NIP que
se obtuvieron en el capitulo 7. De acuerdo con esto, el disolvente utilizado como
porégeno durante la polimerizacidén era el mas indicado para acondicionar el MIP, ya
que es el mas adecuado para permitir la uniéon del 10HPyr en los sitios especificos de
reconocimiento formados en el polimero. Para asegurar la completa eliminacién de los
interferentes que pudiesen quedar retenidos no especificamente sobre la
microcolumna rellena por el MIP, se hizo pasar una disolucién de lavado con la mezcla
ACN:H,0 (95:5, v/v). Por ultimo, el disolvente de elucién era optimizado de acuerdo

con su habilidad para romper las interacciones entre el analito y el polimero. La mezcla
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del disolvente polar prético MeOH vy el polar aprético, DCM, en proporcién de volumen
(85:15, v/v) fue la elegida para eluir el analito de la microcolumna.

Diferentes concentraciones de 10HPyr (10 a 400 pg/L) en ACN son preparadas para
evaluar la concentracidn del analito en la etapa de carga. Después de esto, se prueban
diferentes volimenes de muestra (100, 250, 400 y 500 L) y velocidad de flujo (0,2 a 1
mL/min). Finalmente, valores de 250 uL de una concentracion 100 pL/L fue
considerada como Odptimas para llevar a cabo el proceso de carga. Los mejores
resultados se obtuvieron cuando el proceso FIA se realizé empleando una velocidad de
flujo de 1 mL/min. Ambas variables se seleccionaron manteniendo un compromiso
entre la sensibilidad y el rendimiento de la muestra. Volimenes mayores de 250 plL
aumentaban la dispersion de la sefal, mientras que volimenes inferiores
incrementaban la dilucion de la muestra, disminuyendo la sefal obtenida. Por otra
parte, velocidades inferiores, ocasionaban una dispersion muy acusada, con picos
anchos y mal definidos. En las condiciones optimizadas, la respuesta de la seial se
producia en un intervalo corto de tiempo (respuestas del proceso completo menor a

1,5 minutos).

La Figura 8.8 muestra el perfil de respuesta para el 10HPyr empleando las

microcolumnas MIP y NIP en el sistema FIA. La elevada intensidad de fluorescencia obtenida

en la sefal correspondiente a la elucién del 10HPyr de la microcolumna formada por el MIP

revela una alta captacion del polimero por el analito comparado con el NIP. En el sistema FIA

formado por la microcolumna conteniendo el NIP, el 10HPyr no fue retenido, fluyendo junto

con la disolucién portadora y produciendo un bajo incremento de la intensidad de

fluorescencia, que inmediatamente retornaba a la linea base. En el sistema FIA-MIP después

de inyectar la muestra, el 10HPyr queda totalmente retenido en el MIP, no observandose un

incremento de la intensidad de fluorescencia. Seguidamente, cuando el eluyente atravesaba la

microcolumna, se producia un rapido incremento de la sefial que declinaba después de
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alcanzar el maximo. Finalmente, la disolucion portadora vuelve a atravesar el sistema otra vez,

recuperando la linea base y regenerando el sistema para el préximo ensayo.
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Figura 8.8. Perfil de respuesta del sistema FIA para la disolucion estdndar de 10HPyr (100 ug/L)

empleando una microcolumna conteniendo el NIP (1) y microcolumna conteniendo el MIP (2)

8.3.3. Aplicacién del proceso FIA en muestras de orina. Validacion del método

Las disoluciones de trabajo fueron preparadas dopando muestras de orina de recién
nacidos con concentraciones crecientes de 10HPyr en un rango de 10 a 400 ug/L, de acuerdo a
valores analizados en sujetos expuestos ocupacionalmente [379].

La Figura 8.9 muestra la respuesta de la sefial de la muestra sin microcolumna (1), la
respuesta de la sefial observada cuando se emplea el sistema FIA-MIP en la etapa de lavado (2)

y en la etapa de elucién (3).
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Figura 8.9. Perfiles de respuesta del sistema FIA para el 10HPyr (400 ug/L). Sefial para
muestras de orina sin columna (1), y empleando la microcolumna conteniendo el MIP: etapa de

lavado (2) y etapa de elucion (3)

Se evaluaron a continuacién las caracteristicas analiticas del proceso. La curva de
calibrado fue construida preparando muestras de orina de recién nacidos dopadas con
concentraciones conocidas de disolucidn estandar de 10HPyr en un intervalo de 10 a 400 pg/L.
La recta de calibrado obtenida seria la siguiente: y = 149,32 x + 72, con un coeficiente de
correlacién (R?) de 0,996. Los valores de LOD y LOQ fueron calculados a 3 y 10 en relacion

sefial-ruido, respectivamente. El LOD obtenido fue de 3,1 ug/L y el LOQ fue 10,5 ug/L. La

precision en términos de RSD fue menor de 4,6%.

El método optimizado fue aplicado satisfactoriamente para la determinacion del

10HPyr en muestras de orina con recuperaciones en el rango comprendido entre el 74-85%. El
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MIP aportaba, por tanto, una gran especificidad comparado con los adsorbentes tradicionales.
La precisidon del método fue evaluada con RSD en términos de reproducibilidad y repetibilidad.

Los porcentajes de recuperacion y precisién son mostrados en la tabla 8.1.

Tabla 8.1. Estudio de repoducibilidad y repetibilidad del método FIA-MIP

Concentracién (ug/L)  Precisién (%)  Recuperacion (%)+SD
Reproducibilidad 10 3,77 84,88:5,03
100 1,01 74,01+0,75
400 4,43 80,98+3,59
Repetibilidad 10 0,48 85,17+3,42
100 4,53 82,74+3,75
400 4,47 81,46+3,86

Para realizar el estudio de interferencias, se tomd primeramente una disolucién de 1
mL que contenia al 10HPyr junto con cada uno de los cuatro isdmeros del fenantreno
(10HPhe, 20HPhe, 30HPhe y 40HPhe) a una concentracidon de 100 ug/L en ACN. Se inyectaron

250 pl al bucle de inyeccién a una velocidad de 1 mL/min.

En el procedimiento FIA, al no existir separacion cromatografica, el estudio de las
interferencias se realiz6 comparando la sefial obtenida para la muestra dopada con la
disolucién de 10HPyr y la obtenida cuando también estaban presentes los isémeros de los
hidroxilados del fenantreno. En este caso, la sefial de emisidn aumentaba respecto a la sefial

del 10HPyr sola. Este hecho abre la posibilidad de poder aplicar este procedimiento como
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método de cribado para la deteccion de la exposicion a los HAPs, debido a que tanto el 10HPyr

como los OHPhe suelen estar presentes en la orina de la poblacién expuesta.

Los sistemas FIA a los que se acoplan los sistemas de on-line de extraccidon de fase
solida para determinar HAPs no estdn muy extendidos. En este sentido, se han investigado
polimeros de coordinacién como sorbentes en métodos de inyeccién en flujo que combinan
SPE acoplados con HPLC-UV para determinar HAPs en agua [405]. En otros estudios se han
utilizado microcolumnas rellenas con otros sorbentes tales como particulas de C-30, fase
estacionaria C-18 o lana de vidrio para determinar HAPs en suelos. [407]. Por otro lado, sdlo se
han publicado dos trabajos en los cuales se ha utilizado polimeros de impresién molecular para
la determinaciéon de metabolitos hidroxilados. Uno de los trabajos describe el empleo de un
MIP para la extraccidon de los derivados de los PAHs entre los que incluye el 10HPyr en
muestras de suelo [235]. El otro articulo es la descripcién del procedimiento MIPSPE recogido

en el capitulo 7 de esta memoria [414].

8.4. CONCLUSIONES

Las conclusiones que se extraen del presente capitulo son:

e El procedimiento FIA-MIP propuesto es la primera aplicaciéon de un sistema FIA en el
cual se acopla una microcolumna empaquetada con un polimero de impresion
molecular para la preconcentracién, aislamiento y determinacién del 10HPyr en
muestras de orina. El método descrito es simple, sensible y selectivo. Los tiempos de
analisis obtenidos son muy cortos (inferiores a 1,5 minutos), con un alto intervalo de
linealidad comprendido entre los 10-400 pg/L. Ademas, la manipulaciéon de la muestra
es minima, por lo que evitando el contacto con la misma se disminuyen las

posibilidades de pérdida de analito.
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Los espectrofluorimetros son equipos empleados usualmente en laboratorios de

rutina, y no requieren de personal altamente cualificado para su empleo.

Este método proporciona buenas recuperaciones y ofrece la posibilidad de afadir

nuevas estrategias de automatizacién y acoplamiento a otras técnicas.

El sistema puede ser facilmente empleado como método de screening para evaluar la

exposicién ambiental y ocupacional en determinados estudios de biovigilancia.

Respecto a la selectividad del método, la presencia de los isémeros hidroxilados del
Phe produce importantes variaciones en la sefial. Sin embargo, este hecho puede ser

utilizado para determinar la concentracion de estos metabolitos.

El sistema FIA propuesto puede ser facilmente utilizado como un método de cribado
para evaluar la exposicion a los HAPs en poblacién general o en trabajadores

expuestos.

La tendencia en el desarrollo de los métodos de analisis por inyeccidén en flujo esta
dirigida a disminuir los pasos de pretratamiento de la muestra y a miniaturizar los
sistemas automatizados. De esta forma se potencia que los errores de manipulaciéon

sean menores y aumente la precisién de los resultados.

Permite llevar a cabo varias determinaciones de una misma muestra en un tiempo
menor de andlisis, disminuyendo la cantidad de reactivos necesarios y por lo tanto de

desechos disminuyendo, en consecuencia, los costes totales del analisis.

La mayoria de las investigaciones en Quimica Analitica estdn enfocadas a mejorar la
calidad en los resultados analiticos. El FIA es una de las técnicas en la que este objetivo

se puede cumplir de una forma sencilla, por lo que el método propuesto puede ser
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una buena alternativa en la determinacién del los metabolitos hidroxilados de los

HAPs en orina.
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9. DISPERSION DE LA MATRIZ EN FASE SOLIDA (MSPD) PARA LA

DETERMINACION DE 1-HIDROXIPIRENO EN MUESTRAS DE LECHE

9.1. INTRODUCCION

Aunque las principales rutas de eliminaciéon de los HAPs son la orina y las heces,
también son excretados en la leche. Por otra parte, la concentracion de 10HPyr encontrada en
la orina es 10 veces mayor que la hallada en leche [47] y debido a este hecho, en general, los
estudios de biovigilancia se han realizado en orina. La excrecion de los metabolitos de los HAPs
ha sido hasta la fecha poco estudiada en leche, destacando en este aspecto los trabajos de
varios autores sobre esta matriz en rumiantes [38, 40-43, 47, 415]. Tampoco hay demasiados
estudios realizados en leche humana con la sensibilidad suficiente para determinar estos

analitos a nivel de traza [304].

Por otro lado, a diferencia de la orina, la leche es una matriz mucho mas compleja que
contiene un gran numero de sustancias que pueden interferir en el andlisis instrumental,
principalmente proteinas y materia grasa. En la mayoria de los métodos publicados donde la
matriz es leche, los tiempos de pretratamiento son largos e incluyen la desproteinizacién,
eliminacién de grasa de la muestra o diferentes procedimientos de limpieza [46, 53, 416]. Para
este tipo de muestras, el uso de la dispersidén de la matriz en fase sélida (MSPD) ofrece una
alternativa efectiva a los métodos tradicionales de preparacién de muestra [211]. Esta
metodologia combina aspectos de otras técnicas, como la disrupcién y dispersién de los
componentes de la muestra dentro de un soporte sodlido, generando un material
cromatografico cuya composicion permite la extraccion de los componentes dentro de la

muestra dispersa.
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Una de las ventajas que presentan las técnicas de adsorcion, como la MSPD, sobre
otras técnicas de extraccion es la disponibilidad de emplear diferentes adsorbentes. El
desarrollo de la MSPD en este sentido ha permitido el uso de nuevos soportes sélidos y fases
organicas novedosas con caracteristicas fisico-quimicas diferentes a los adsorbentes
comerciales. De esta manera se puede aumentar la selectividad en las extracciones

favoreciendo las interacciones con el analito o los componentes de la matriz [417-419].

La técnica de dispersién de matriz en fase sélida o MSPD fue introducida por Barker en
1989 [297, 417]. Es una técnica de extraccidn, purificacién y preparacién de muestra
ampliamente empleada en un gran nimero de sustancias, solidas, semisélidas o viscosas en
diferentes matrices que aisla y preconcentra los analitos de la matriz de la muestra por
adsorcién sobre una fase sdlida [420, 421]. Sus principios fisico-quimicos estan basados en la
completa disrupcién de la muestra, permitiendo a los componentes de la misma dispersarse y
disgregarse en una fase organica que actia como soporte sdlido, generando de forma
simultdnea un material que posee el caracter cromatografico suficiente para la extraccién de
los componentes y analitos de una muestra dada. Este soporte actla como agente abrasivo,
provocando la ruptura mecanica de la estructura de la matriz y consiguiendo su distribucién
sobre las particulas de adsorbente. Ademas, la presencia de una fase organica enlazada en el
soporte sélido proporciona una dimensién adicional al proceso, puesto que los componentes
de la muestra se disuelven y dispersan en su superficie. Asi