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procedimiento MISPE 

Figura 8.1. Clasificación de los sistemas en flujo (IUPAC). CFA: flujo continuo 

multisegmentado. FIA: análisis por inyección en flujo. LC: cromatografía líquida. MSFA: 

análisis en flujo monosegmentado. SIA: análisis por inyección secuencial 

Figura 8.2. Sistema de análisis por inyección en flujo 

Figura 8.3. Unidad de propulsión. Cabezal de bomba peristáltica 

Figura 8.4. Válvula de 6 vías. La válvula en posición A representa la posición de carga, 

mientras que la válvula en la posición B representa la posición de inyección 

Figura 8.5. Esquema del montaje del sistema FIA para la determinación del 1OHPyr. Las 

disoluciones empleadas fueron A= ACN, B: mezcla de ACN:H2O en proporción (95:5,v:v) y C: 

mezcla de MeOH:DCM en proporción (85:15,v:v) 

Figura 8.6. Esquema del montaje FIA. Célula de flujo (Quartz Suprasil ®) 150 μL empleada 

en el montaje FIA 
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Figura 8.7. Detalle de la microcolumna empaquetada con el MIPbloque 

Figura 8.8. Perfil de respuesta del sistema FIA para la disolución estándar de 1OHPyr (100 

g/L) empleando una microcolumna conteniendo el NIP (1) y microcolumna conteniendo el 

MIP (2) 

Figura 8.9. Perfiles de respuesta del sistema FIA para el 1OHPyr (400 g/L). Señal para 

muestras de orina sin columna (1), y empleando la microcolumna conteniendo el MIP: 

etapa de lavado (2) y etapa de elución (3) 

Figura 9.1. Esquema del procedimiento MSPD 

Figura 9.2. Recuperación del analito empleando diversos eluyentes 

Figura 9.3. Cromatograma de 2 g/L de 1OHPyr en muestras de leche tras la MSPD 

Figura 9.4. Cromatograma de 2 g/L de 1OHPyr en muestras de leche tras la MIP-MSPD 

Figura 9.5. Recta de calibrado del 1OHPyr 
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I. OBJETIVO Y JUSTIFICACIÓN DEL TRABAJO 

  Las elevadas concentraciones de sustancias a  las que el ser humano está expuesto y 

que afectan negativamente a su salud, mantienen una estrecha relación en  la mayoría de  los 

casos con las prácticas productivas modernas y el desarrollo industrial.  

De  entre  el  vasto  número  de  xenobióticos  que  pueden  considerarse  como 

contaminantes  emergentes,  los  hidrocarburos  aromáticos  policíclicos  (HAPs)  ocupan  un 

importante  apartado  debido  a  su  persistencia,  diversidad  y  toxicidad,  ya  que  pueden 

permanecer  en  el  medio  ambiente  durante  largos  períodos  de  tiempo  sin  alterar  sus 

propiedades tóxicas. 

Bajo  la denominación de hidrocarburos aromáticos policíclicos o HAPs, se engloba un 

grupo de  compuestos  caracterizados por  la unión de  varios  anillos bencénicos. Más de 100 

compuestos pertenecientes a esta gran familia son considerados peligrosos contaminantes por 

sus  propiedades  tóxicas, mutagénicas  y  carcinogénicas,  siendo  además  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  exposición  a  los HAPs  se  produce,  sobre  todo,  por  la 

inhalación de dichos compuestos que se encuentran presentes en el aire (debido a  la quema 

de  carbón  y madera, emisiones de automóviles, plantas generadoras de energía, quema de 

desperdicios, humo de tabaco…) y la ingesta de alimentos contaminados o alimentos que han 

sido preparados utilizando determinadas prácticas culinarias como el ahumado, el  tostado o 

cocinados  en  barbacoa.  También  puede  ser  posible  su  absorción  por  vía  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 
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Agencia  de  Protección Medioambiental  de  Estados  Unidos  (EPA),  la  Autoridad  Europea  de 

Seguridad  Alimentaria  (ESFA),  el  Comité  de  Expertos  en  Aditivos  Alimentarios  (JECFA),  la 

Organización de las Naciones Unidas para la Alimentación y la Agricultura conocida como FAO 

o la propia Organización Mundial de la Salud (WHO). Los expertos han identificado 16 HAPs en 

los alimentos inequívocamente peligrosos para la salud humana. 

Tanto  a  nivel  nacional  como  internacional,  científicos  y  organismos  oficiales  están 

impulsando estudios de biovigilancia para obtener información fidedigna sobre la exposición a 

diversos  contaminantes  y  sus  efectos  sobre  la  salud,  información  que  permitiría  establecer 

medidas  correctoras,  tendencias  o  identificar  grupos  de  población  más  vulnerables  a  la 

exposición y grupos de riesgo.  

  Estos estudios de biovigilancia han hecho crecer la demanda de metodología analítica 

que proporcione datos  fiables de manera  rápida y económica atendiendo a  la necesidad de 

controlar  y  evaluar  dicha  exposición  en  el  mayor  número  de  individuos.  En  este  tipo  de 

análisis, hay que tener en cuenta que las muestras a analizar suelen ser muy pequeñas, únicas, 

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 mayoría de los casos, se encuentra metabolizado. 

En el caso de  los HAPs,  la presencia en  la orina de 1‐hidroxipireno (1OHPyr), principal 

producto  de  la  degradación  metabólica  del  pireno,  es  utilizado  como  indicador  biológico 

directo  de  la  entrada  de  pireno  en  el  organismo  e  indirecto  de  los  demás  HAPs.  Diversos 

estudios  han  demostrado  que  el  1OHPyr  es  un marcador  biológico  sensible  y  fiable  de  los 

niveles  de  exposición  ambiental,  utilizándose  para  asignar  niveles  de  exposición  a 

determinados contaminantes individuales en circunstancias en las cuales es complicado medir 

directamente dicho contaminante.  
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Las tendencias actuales en el desarrollo de métodos analíticos inciden sobre todo en la 

etapa de preparación de  la muestra, mejorando  los procedimientos clásicos de forma que se 

facilite  la extracción,  la purificación y  la preconcentración del analito en muestras complejas, 

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

Por otra parte, y teniendo en cuenta que  los HAPs están asociados al aumento en  la 

incidencia de diversos tipos de cáncer, debido a su posible carácter genotóxico y cancerígeno, 

se  hace  necesario  buscar  alternativas  metodológicas  que  minimicen  la  manipulación  y 

contacto con este tipo de analitos. 

Debe además considerarse  la tendencia que existe para optimizar  los procedimientos 

analíticos,  empleando  cada  vez  volúmenes menores  de  disolventes  y menores  tiempos  de 

análisis,  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 análisis y  la determinación de este  tipo de  sustancias, en 

concreto la del biomarcador más ampliamente utilizado, el 1OHPyr en muestras biológicas. 

El estudio se va a centrar en  la síntesis de nuevos polímeros de  impresión molecular 

(MIP) empleando distintas estrategias de polimerización  (por precipitación y en bloque). Los 

MIPs se van a emplear como material adsorbente en fase sólida con capacidad específica de 

reconocimiento  para  el  analito  1OHPyr  en  el  desarrollo  de  nuevos  procedimientos  de 

extracción,  para  posteriormente,  ser  aplicados  a  diferentes  muestras  biológicas  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 específicos:  
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 Optimización de un método cromatográfico para  la determinación del 1OHPyr. Como 

técnica de análisis se ha escogido  la cromatografía  líquida acoplada a un detector de 

fluorescencia (HPLC‐FD). 

 Síntesis de nuevos polímeros de impresión molecular (MIP) específicos para el 1OHPyr, 

utilizando distintas estrategias de polimerización (por precipitación y en bloque) para 

la extracción y aislamiento del citado compuesto como biomarcador de la exposición a 

los hidrocarburos aromáticos policíclicos. 

 Caracterización  morfológica  y  evaluación  mediante  estudios  de  adsorción,  de  los 

polímeros impresos y no impresos sintetizados. 

 Desarrollo  de  procedimientos  de  extracción  utilizando  los  polímeros  de  impresión 

molecular sintetizados (por precipitación y en bloque), como adsorbente en cartuchos 

de extracción en  fase  sólida  (MISPE), para  la determinación  selectiva de 1OHPyr en 

muestras de orina, empleando como técnica de medida HPLC‐FD. 

 Validación de  los procedimientos MISPE desarrollados en muestras de orina,  llevando 

a  cabo  estudios  de  linealidad,  repetibilidad,  reproducibilidad  y  sensibilidad  en  las 

condiciones óptimas, incluyendo un estudio de interferencias. 

 Estudio  comparativo  de  los  resultados  obtenidos  en  los  procedimientos  MISPE 

desarrollados para los MIPs sintetizados con diferentes estrategias de polimerización. 

 Aplicación de un MIP como sistema de extracción y aislamiento de 1OHPyr en análisis 

de  inyección  en  flujo  en muestras  de  orina,  y  validación  del método  propuesto.  El 

sistema FIA desarrollado incluye la detección fluorimétrica del analito. 

 Desarrollo  de  diferentes  procedimientos  de  dispersión  de  la matriz  en  fase  sólida 

(MSPD)  para  la  determinación  de  1OHPyr  en muestras  de  leche materna  humana, 

incluyendo la utilización de un MIP como soporte sólido de dispersión.  
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 Validación  del  procedimiento  MIP‐MSPD  desarrollado  en  términos  de  linealidad, 

repetibilidad,  reproducibilidad  y  sensibilidad  en  las  condiciones  óptimas  para  la 

determinación de 1OHPyr en muestras de leche materna. 
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1. LOS HIDROCARBUROS AROMÁTICOS POLICÍCLICOS 

 Los hidrocarburos aromáticos policíclicos (HAPs) son un grupo numeroso de 

compuestos orgánicos formados por la condensación de dos o más anillos bencénicos que 

pueden organizarse formando estructuras lineales, angulares o dispuestos en racimos. El 

compuesto más sencillo de esta familia es el naftaleno formado por tan sólo dos anillos.  

 Se originan básicamente en la combustión incompleta a alta temperatura de la materia 

orgánica. Los HAPs se liberan entonces a la atmósfera o se condensan sobre el material en 

forma de partículas muy pequeñas. La formación de aerosoles que contienen HAPs permite 

que puedan ser transportados a grandes distancias, alejados de la fuente de emisión, creando 

una contaminación difusa no controlada. Pueden encontrarse en el alquitrán de hulla, 

combustibles fósiles, erupciones volcánicas, incendios forestales, plantas industriales, tráfico 

de vehículos, calefacciones, humo de cigarrillos, además de generarse en la manipulación de 

alimentos ahumados, asados al horno o carbón 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 conformación. 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 están 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 sí mismos no tienen estas propiedades ya que requieren de una 

activación metabólica de los centros electrófilos 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 más información disponible sobre ellos que sobre los otros HAPs. 

2. Se sospecha que son más dañinos que los otros y exhiben efectos nocivos que son 

representativos de los HAPs. 

3. Existe una mayor posibilidad de que la población esté más expuesta a estos HAPs que a 

los otros. 

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

tenían las mayores concentraciones presentes en los lugares de máximo 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 

 
  

 

Fenantreno Antraceno Fluoranteno Pireno 

 

 

 

 

Criseno Benzo[a] antraceno Benzo[b]fluoranteno Benzo[k]fluoranteno 

  
 

 

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 HISTÓRICOS 

 Los HAPs históricamente fueron los primeros agentes químicos en ser reconocidos 

como causantes de tumores malignos en humanos.  

 Ya en 1775, el médico británico Percival Pott [7][7][7] observó una prevalencia elevada 

entre los deshollinadores de cierta edad de un tipo de cáncer genital, relacionando de esta 

forma el hollín con la formación del tumor [8]. 

 Cien años después el médico von Volkmann y poco después Joseph Bell volvieron a 

relacionar, esta vez, los derivados del petróleo, con la incidencia de cánceres en los 

trabajadores industriales expuestos [4]. 

 Estos indicios han seguido siendo confirmados en años posteriores. En 1918 los 

patólogos Yamagawa e Ichikawa establecieron una relación entre el cáncer de piel y el 

alquitrán experimentando con orejas de conejo [9]. La complejidad de la matriz del alquitrán 

no permitió descubrir qué compuestos eran los responsables de la incidencia del cáncer hasta 

que Bloch y Dreifuss en 1921 dieron la primera pista sobre las características químicas de los 

compuestos responsables de la aparición del cáncer en los pacientes [10]. Este grupo químico 

debía de pertenecer a los hidrocarburos policíclicos. 

 En esa misma época, Kennaway realizó un experimento sobre sustancias que 

producían cáncer y obtuvo compuestos carcinogénicos similares sometiendo a alta 

temperatura o pirolizando materia orgánica [11].  

 Mayneord y Hieger estudiaron la fluorescencia de estos compuestos comprobando 

que efectivamente, tanto los compuestos del alquitrán de hulla como los obtenidos por 

Kennaway eran de la misma familia. Todo esto tuvo como consecuencia la síntesis del 

dibenzo[a,h]antraceno con lo que se demostraba la capacidad carcinogénica de esta familia. 

Toxicology#_ENREF_8
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 Posteriormente, de la brea se aisló el benzo[a]pireno, principal responsable del poder 

carcinogénico del alquitrán de hulla [12]. 

 Demostrada la toxicidad de algunas sustancias químicas de origen antropogénico, los 

organismos responsables de la salud ambiental se plantearon el reto de vigilar y evaluar la 

exposición a la que está sometida la población, iniciándose los primeros estudios de 

biovigilancia.  

 La determinación de estos químicos o de sus metabolitos en fluidos humanos comenzó 

en estudios de medicina laboral para la protección de la salud de los trabajadores expuestos, 

siendo posteriormente extendidos a la población 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, además de los HAPs son: metales, ftalatos, 

dibenzodioxinas y dibenzofuranos policlorados (PCDD, PCDF), bifenilos policlorados (PCB), 

pesticidas, aminas aromáticas, compuestos perfluorados, compuestos orgánicos volátiles y 

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

 Paralelamente a los estudios de evaluación de la exposición a estas sustancias, se ha 

generado un desarrollo normativo, a nivel nacional e internacional, para minimizar el riesgo y 

proteger la salud de la población más 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 será la de preservar la calidad del medio ambiente 

y la salud de la población en general, llegando a estar su generación y producción limitada a 

unos niveles o en algunos casos prohibida. Ejemplos de ellos son los compuestos orgánicos 

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 

además 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 

orgánicos persistentes están dioxinas, PCB o los HAPs. 

 Los COPs reúnen una serie de características que les hacen peligrosos, presentando un 

riesgo especial y siendo una amenaza para la salud humana y el medio ambiente. Estas 

características son: 

1. Ser persistentes, pudiendo permanecer inalterados durante años o décadas en el 

medio y en los tejidos de los organismos. 

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

cadenas tróficas. 

3. Ser volátiles, por lo que se hace posible el transporte atmosférico y marino a grandes 

distancias en ciclos sucesivos de depósito y emisión, pudiéndose encontrar por tanto, 

muy lejos de las fuentes. 

4. Ser altamente tóxicos, 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 combustión natural de materia 

orgánica como pueden ser los incendios forestales o combustibles fósiles. Las erupciones 

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

La presencia de los HAPs en el aire está ligada también a procesos de combustión, la 

quema de combustibles fósiles en actividades industriales, incineración de residuos, 

calefacciones domésticas, emisión de gases provocadas por vehículos de motor (barcos, 

aviones, coches y camiones…). Su presencia también es debida a procesos industriales, plantas 

de generación de energía, incineradoras, industria metalúrgica, especialmente de hierro y 

aluminio [15, 16]. Se emplean también en la producción de tintas, plásticos, pesticidas y en 

medicinas. Por lo tanto presentan, en general, una mayor incidencia en países industrializados 

y zonas urbanas que en otras regiones menos desarrolladas.  

Los HAPs, en la actualidad, están implicados en una gran cantidad de usos industriales, 

así el antraceno es utilizado en la producción de antroquinona, que es un intermediario en la 

producción de colorantes, participa de la fabricación de fibras sintéticas, plásticos y 

monocristales y como diluyente para conservantes de madera [17]. También se usa en cortinas 

de humo, como contador de escintilación, en la investigación de semiconductores orgánicos y 

en la síntesis de agentes en quimioterapia [18, 19]. De igual forma, el acenafteno se emplea 

como intermediario en la producción de colorantes, en la fabricación de productos 

farmacéuticos y plásticos, como insecticida y fungicida [20]. El fluoreno se usa como producto 

químico intermedio en muchos procesos químicos, en la formación de poliradicales para 

resinas, y en la fabricación de colorantes [21, 22]. El benzofurano se emplea en la elaboración 

de resinas [23]. El fenantreno se usa en la producción de colorantes y explosivos y en 

investigaciones biológicas y síntesis de fármacos [24]. El fluoranteno se usa como material de 

revestimiento interno para proteger el acero y las tuberías de hierro dúctil 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 comercializándose para determinados 

usos aunque está 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, hábitos 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, 

aminoácidos y ácidos grasos presentes en el propio alimento generan HAPs (reacciones de 

Maillard), incrementándose cuando entran en contacto directo con la llama (parrillas, 

barbacoas), siendo depositados en la superficie de los mismos. Además, todo proceso de 

pardeamiento no enzimático, como puede ser el tostado de derivados de cereales, en la 

elaboración del pan o en el ahumado de carnes y pescados, provoca su aparición, absorción y 

acumulación [3]. 

 Raramente la exposición 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 combustión o industriales hace 

que la vía de exposición más común sea la respiratoria. La presencia en el aire en forma 

gaseosa, la formación de aerosoles o la adhesión a pequeñas partículas sólidas 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 están 

expuestos debido a las emisiones de los diversos procesos de producción. 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 exposición a los HAPs y 

determinados hábitos culinarios y alimenticios ligados a los usos y costumbres personales 

incrementan la exposición (pan, café, ahumados...) [28].  
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1.3. PRINCIPALES VÍAS DE EXPOSICIÓN 

1.3.1. Vía inhalatoria 

 Como se ha expuesto en el apartado anterior los HAPs están presentes en el aire, 

entrando a través de los pulmones al respirar. Esto puede ser debido a la inhalación de humo 

de tabaco, aire contaminado de zonas industrializadas, tanto debidos a fábricas como a 

vehículos, inhalación de desechos industriales o inhalación de humo en incendios. En zonas 

rurales los niveles suelen oscilar entre los 0,02 y 1,2 ng/m3, mientras que en urbanas se 

detectan del orden de 1,15-20 ng/m3. Estas concentraciones suelen aumentar en los meses de 

invierno debido sobre todo al aumento de emisiones industriales, tráfico de vehículos y 

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

 Para algunos trabajadores el ambiente laboral es la principal fuente de exposición a los 

HAPs, siendo la vía inhalatoria la vía de exposición principal. Aunque también se puede 

producir su absorción por la piel al estar en contacto directo con estas sustancias. Dentro de 

las actividades industriales cuyo margen de exposición ocupacional es mayor, destacan la 

industria metalúrgica y siderurgia, hornos de coque, destilación de alquitrán, betún o creosota, 

aplicaciones del alquitrán y asfalto, refinado de petróleo, trabajo con carbón, industria de 

goma y caucho, incineración de residuos, operarios de maquinaria y automóviles y 

ahumadores de alimentos [25, 30]. 

1.3.2. Vía digestiva 

 Una importante vía de exposición es la dieta, debido al consumo de agua o alimentos 

que contengan HAPs, ya sea por contaminación en su origen como por generación de los 

mismos en su manipulación o procesado, tales como vegetales, cereales y lácteos procedentes 

de suelos o atmósferas 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 

g/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 g/kg de 

B[a]Pyr, consecuencia de la combustión de madera necesaria para su elaboración. Las 

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

1.3.3. Vía dérmica 

 La exposición a los HAPs por vía dérmica puede producirse al entrar en contacto con 

partículas del suelo contaminado, o productos tales como la creosota. También debido al uso 

de algunos medicamentos en los que se emplean en su composición diversos hidrocarburos 

(tratamiento de eccemas, psoriasis o dermatitis), o por contacto directo con estas sustancias 

[29, 32]. 

1.4. RUTA METABÓLICA DE LOS HIDROCARBUROS AROMÁTICOS POLICÍCLICOS 

 La biotransformación de los HAPs involucra una serie de enzimas que catalizan 

reacciones de oxidación, reducción e hidrólisis (enzimas del citocromo P-450-CYP) y de 

enzimas que catalizan reacciones de conjugación (sulfotransferasa, epóxido hidrolasa, 

glutatión, S-tranferasa y UDP-glicotransferasa). Estos sistemas enzimáticos se encuentran 

distribuidos a lo largo de todos los tejidos del organismo [32]. El proceso metabólico tiene 

lugar principalmente en el hígado aunque puede darse en otros tejidos metabólicamente 

activos. Los HAPs son primeramente oxidados a mono y dihidroxiderivados, conjugando la 

molécula de glutatión para conseguir su solubilidad en medio acuoso, favoreciendo de este 

modo su eliminación por la orina como glucurono y sulfo conjugados. En la oxidación también 

se producen epóxidos, muy reactivos, que le dan al compuesto su capacidad genotóxica [33]. 

Un paso crítico en la carcinogénesis de los HAPs en los mamíferos parece ser debido al enlace 
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covalente de las especies metabólicas a los residuos nucleofílicos, 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 más hidrosolubles y más fáciles de excretar por vía 

fecal y urinaria. Aprovechando esta característica, se puede realizar la determinación de los 

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

 Aunque este proceso conduce en su mayor parte a una detoxificación, hay algunos 

HAPs que se activan a especies más reactivas. El B[a]Pyr, siendo uno de los HAPs más 

importantes y estudiados, es un cancerígeno que es bioactivado en el hígado, concretamente 

en el retículo endoplasmático liso (fracción microsómica) de los hepatocitos que contienen 

gran cantidad de citocromo P-450. Mediante un proceso de oxidación enzimática se forma un 

epoxidiol, molécula altamente electrófila, ya que adiciona iones H+ transformándose en un 

catión muy estable electrófilo que puede inducir la aparición de un posible cáncer. Esto es así 

debido a que en vez de eliminarse, se liga con el ADN celular, que al igual que las proteínas y 

los lípidos, son moléculas nucleófilas, lo que impide que las células se reproduzcan de forma 

natural [35]. El metabolismo del B[a]Pyr es uno de los ejemplos más estudiados de los 

procesos de bioactivación, en los cuales los productos del metabolismo resultan ser más 

tóxicos que los productos de partida. Este efecto de la biotransformación ocurre cuando se 

producen especies químicas muy reactivas, como pueden ser los compuestos electrofílicos, y 

con gran afinidad por las moléculas nucleófilicas como son los ácidos nucleicos, proteínas o 

lípidos [36]. La Figura 1.1 esquematiza este proceso. El epoxidiol formado por la oxidación 

enzimática será el que reaccionará posteriormente con el ADN formando un aducto, pudiendo 

provocar posteriormente fallos en la multiplicación celular. 
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                                           Figura 1.1. Oxidación enzimática del B[a]Pyr 

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

 Reacciones de primera fase o biotransformación: 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 conjugación: en las que se producen síntesis de 

conjugados mediante la adición enzimática de nuevos grupos como pueden ser el ácido 

sulfúrico o ácido glucurónido, 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 glutatión-S-transferasa 

o la sulfotransferasa. En esta fase se incrementa aún más la hidrosolubilidad de la molécula 

resultante.  

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

forma esquemática esta ruta metabólica.  

 Igualmente, se han realizado algunos estudios de eliminación de metabolitos a través 

de la leche en rumiantes [38-43], aunque la eliminación de los HAPs mediante su excreción en 

esta matriz ha sido poco estudiada hasta el momento.  

 

Oxidación enzimática 

Benzo[a]pireno epoxidiol 
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                                          Figura 1.2. Ruta metabólica del B[a]Pyr [32] 

1.4.1. Metabolismo del pireno 

 La biotransformación del pireno (Pyr) en 1OHPyr y su posterior transformación en sus 

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

 La biotransformación del Pyr incluye una serie de enzimas que catalizan reacciones de 

oxidación, reducción e hidrólisis (enzimas del citocromo P450 CYP), así como enzimas que 

catalizan reacciones de conjugación (sulfotransferasas, epóxido hidrolasa, glutatión S-

transferasa y UDP-glicotransferasas). 

B [a]pireno 

B[a]Pyr-

Epóxidos

 Benzo[a]pireno 
 

CYP1A1 

EH: Epoxido 

hidrolasa B[a]-Glutation 

3-Hidroxi-Benzopireno 

Benzo[a]pireno 

7,8-dihidroxi-7,8-dihidro-

B[a]Pyr (dihidrodiol-

B[a]Pyr 

CYP3A4 

7,8-dihidroxi-9,10-oxi-

7,8,9,10-tetrahidro-

B[a]Pyr 

(dihidrodiolepóxido-

B[a]Oyr 

GST: Glutation-Trasnferasa 

7,8,9,10-tetrahidroxi- 

7,8,9,10-tetrahidro-B[a]Pyr 

Aducto B[a]Pyr-

macromolécula 



LOS HIDROCARBUROS AROMÁTICOS POLICÍCLICOS                                                                          

 
24 

 

                     

                                          Figura 1.3. Metabolismo del pireno [44] 

 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 añadiendo un 

grupo hidroxi en la posición 1 y formando de esta forma el 1OHPyr, el principal metabolito del 

pireno. El 1OHPyr puede volver a oxidarse por otros citocromos P450, formándose el 6-

dihidrodiol o 1,8-dihidrodiol pireno. Cuando actúa el citocromo P450 IIB se forma el 5 epoxi, 

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

 En la segunda fase metabólica, estos metabolitos pasan a conjugarse con las enzimas 

tipo glucoronosil transferasa/sulfotransferasa y glutatión-s-transferasa formándose los 

derivados conjugados carbohidrato o sulfato, para que puedan ser excretados por el cuerpo 

principalmente por la orina [45].  

 Las rutas de eliminación principal son la bilis, orina y las heces [46]. Se ha observado 

que el 1OHPyr 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 eliminación de los xenobióticos 

[47].  

 La presencia en orina del 1OHPyr tiene, por tanto, una correlación significativa con la 

exposición total a HAPs. Aunque el Pyr no es considerado cancerígeno y sus efectos 
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genotóxicos son limitados, es un compuesto que está presente en grandes concentraciones en 

el medio ambiente, por lo que sus metabolitos también lo estarán en la orina. Este es el 

principal motivo por el que el 1OHPyr es habitualmente elegido como marcador biológico de 

presencia de HAPs. Esta información sobre la concentración de 1OHPyr ofrece valores de 

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

1.5. ASPECTOS TOXICOLÓGICOS 

 Los principales impactos de los HAPs en la salud humana se centran en sus 

propiedades genotóxicas, es decir, aquellas propiedades donde se causa un daño al material 

genético (aspectos teratogénicos, mutagénicos y carcinogénicos). Su capacidad genotóxica es 

la que más preocupa en este sentido. Los HAPs, o sus metabolitos, son capaces de captar 

electrones e interactuar con moléculas tales como el ADN. La evaluación y control de la 

exposición humana a las sustancias que presentan dicha actividad permiten minimizar el 

impacto sobre la salud humana, ya que la mayoría de los cánceres resultan de interacciones 

genéticas y ambientales, siendo éstas últimas las más 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 

biotranformación o biodegradación, que serán los que dicten el contenido de contaminante en 

dicho organismo y por tanto, su toxicidad. 

 La forma de entender el riesgo toxicológico que suponen los HAPs es mediante el 

conocimiento de la fracción 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 físico-químicas de las propias sustancias 

(solubilidad en agua, volatilidad, carácter hidrofóbico, fotodegradación) y en el segundo caso 

va a depender de la actividad biológica. Del segundo factor se encargará la degradación 
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microbiana, la cinética de los procesos tóxicos, la biotransformación y el carácter mutagénico y 

carcinogénico del HAP concreto. 

 Partiendo de lo expuesto anteriormente, se introduce el concepto de 

biodisponibilidad. Este concepto hace referencia a la fracción de compuesto presente en el 

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

 Hay que añadir que los efectos de los HAPs sobre la salud humana están directamente 

relacionados con el mecanismo de contaminación que se produce principalmente por la vía 

inhalatoria. En la atmósfera, los HAPs se distribuyen atendiendo a las condiciones ambientales 

y las propiedades físico-químicas del compuesto. Las partículas de HAPs son capaces de 

alcanzar las vías respiratorias donde los procesos de eliminación son lentos. Esto puede llegar a 

provocar cáncer de pulmón y otras enfermedades crónicas, siendo las partículas más pequeñas 

las que tienen un mayor tiempo de residencia, manteniendo por tanto un contacto directo con 

la membrana celular. Esto aumenta la posibilidad de absorción por el cuerpo debido a la 

deposición de partículas [49].  

 En cuanto a la biodisponibilida de HAPs en aguas, está limitada para compuestos con 

un coeficiente de reparto octanol-agua (log Kow) superior a 5. El tiempo de contacto entre los 

HAPs y los sedimentos hace que se vaya reduciendo su biodisponibilidad. En hábitats 

terrestres, se enlazan principalmente a la fracción orgánica del suelo (horizontes superiores), 

por la similitud de polaridades. Debido a las grandes fluctuaciones en el contenido de agua de 

los suelos (evaporación, drenaje, lluvias...), los procesos de partición de HAPs son muy 

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

 Como se ha mencionado, los HAPs pueden presentar propiedades genotóxicas y 

mutagénicas así como ser carcinógenos y ser además posibles disruptores endocrinos [51]. Los 

disruptores endocrinos son sustancias químicas 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 niños 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 proteínas o 

ácidos nucleicos. Los aductos de ADN dan lugar a mutaciones que se producen durante la 

replicación o reparación del ADN, pudiéndose activar procesos teratogénicos o cancerígenos. 

Para poder expresar esta capacidad carcinogénica, los reactivos intermedios deben sufrir una 

“bioactivación”, es decir, ser activados metabólicamente por la enzima del tipo citocromo 

P450 y las epoxi hidrolasas. De esta forma, en vez de producirse un metabolito menos tóxico 

que el compuesto de partida y ser excretado fácilmente, se ha generado un producto 

intermedio que da lugar a un proceso de inhibición de las hormonas o la aparición de un 

cáncer por impedimento de reproducción celular adecuada. Un ejemplo de una molécula con 

éste tipo de comportamiento sería el 3-hidroxibenzo[a]pireno (3OHB[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 específicos por varios motivos: 

 1. Sólo ciertos HAPs son activados metabólicamente y registrados como cancerígenos. 

Este es el caso del B[a]Pyr. 

 2. No todos los organismos poseen un sistema enzimático capaz de metabolizar los 

HAPs. Los efectos serán especialmente dañinos en el caso de organismos que no posean 

mecanismos de reparación de su ADN celular. 

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

menos cuatro anillos aromáticos y metabolizar a partir de grupos fenólicos o quinonas. 
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 Todos estos aspectos toxicológicos van a depender de la estructura del compuesto, así 

como de su forma, de su tamaño y de la presencia de sustituyentes en determinadas regiones 

del anillo bencénico. Aunque no todos los miembros de la familia presentan estas 

características, la gran mayoría de ellos, pueden llegar a ser irritantes sobre piel y mucosa. 

 Entre sus propiedades físico-químicas destacan su baja solubilidad en agua y elevada 

solubilidad en sustancias lipídicas, que implica que se puedan acumular en los organismos, en 

la materia orgánica y en los sedimentos, persistiendo por tanto en la naturaleza. Esta 

persistencia del compuesto aumenta al aumentar el tamaño de la molécula. Por ejemplo, la 

baja persistencia del naftaleno debido a su bajo peso molecular contrasta con la persistencia y 

bioacumulación del B[a]Pyr. Esta bioacumulación puede hacer que se determinen HAPs y/o sus 

metabolitos en diversos fluidos biológicos. Es por este motivo que puede ser susceptible de 

contaminar la leche materna, tanto humana como la que proviene de pequeños rumiantes y 

de la que derivan los productos lácteos de consumo diario (leche, yogures, quesos…) [53]. 

Además, hay estudios que relacionan la exposición prenatal de estas sustancias al retraso y 

crecimiento intrauterino asociado a su vez con problemas respiratorios en niños. Factores 

como el tabaquismo, la dieta o polución del aire, son determinantes en el aumento de niveles 

de HAPs de la madre [54]. 

 Por tanto, la evaluación y análisis de estos factores serán 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 así evitar las consecuencias 

toxicológicas de la exposición a estos compuestos. 
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1.6. PROPIEDADES FÍSICO-QUÍMICAS 

 En su forma pura, los HAPs son sólidos incoloros o con un color amarillo o verde pálido. 

A temperatura ambiente son sólidos con alto punto de fusión y ebullición y baja presión de 

vapor. Son lipofílicos, tanto mayor cuanto mayor es su peso molecular, por lo que suelen ser 

insolubles en agua [55]. Su coeficiente de reparto octanol-agua (log Kow) se sitúa en el rango de 

3,4-6,5. Estos altos coeficientes de partición indican que pueden ser absorbidos a través de los 

diferentes tejidos biológicos, tales como la piel [56]. Los HAPs son compuestos no polares o 

muy débilmente polares, que tienen afinidad por las fases orgánicas hidrofóbicas, presentando 

una baja solubilidad en agua. Dicha solubilidad disminuye con el aumento del tamaño de la 

molécula y, con la excepción del naftaleno, que es relativamente soluble, los HAPs no suelen 

presentar solubilidad en dicho medio. Su coeficiente de reparto entre el carbono orgánico y 

agua (Koc) también es alto, por lo que en sistemas acuosos tienden a concentrarse en los 

sedimentos o se asocian a la materia orgánica en suspensión, lo que explica su persistencia en 

el medio ambiente. Dicho coeficiente de partición de carbono orgánico es una medida de la 

tendencia de las sustancias orgánicas para ser absorbidas por el suelo y los sedimentos. Es 

específica de cada sustancia e independiente de las propiedades del suelo. La presión 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 ó 3 anillos tienden a concentrarse en la fase gaseosa 

del aire, mientras que los de mayor número de anillos se concentran en las partículas 

atmosféricas [57]. 

 Por otra parte, los HAPs son compuestos relativamente inertes y sus reacciones más 

comunes son las reacciones de sustitución o adición electrófila. Como este tipo de reacciones 

destruye la aromaticidad del sistema conjugado y por tanto se da una disminución en la 

estabilidad de la molécula, a menudo son seguidas por reacciones de eliminación que 

regeneran el sistema aromático. Su energía de resonancia es menor que la del benceno. A 



LOS HIDROCARBUROS AROMÁTICOS POLICÍCLICOS                                                                          

 
30 

 

medida que va aumentando el número de anillos aromáticos, va disminuyendo la energía de 

resonancia y debido a esto, como no están tan fuertemente estabilizados como el benceno, 

con frecuencia participan en reacciones de adicción. Reaccionan por sustitución del hidrógeno 

o por adición cuando se produce la saturación, aunque tienden a conservar el sistema de 

anillos [32]. 

 Los HAPs son inestables fotoquímicamente [58]. La reacción de fotooxidación más 

frecuente es la formación de endoperóxidos que derivan a quinonas [32]. Esta degradación se 

incrementa con la alta temperatura, bajo atmósfera de oxígeno o en medio acuoso. El proceso 

de degradación metabólica da mayoritariamente metabolitos hidroxilados.  

 Es evidente que las propiedades físico-químicas de estos compuestos están 

determinadas en gran medida por su sistema de enlaces dobles conjugados que varían con el 

número de anillos y por lo tanto con su peso molecular. De los valores de algunas constantes 

físico-químicas se desprenden conclusiones relevantes para la comprensión del 

comportamiento ambiental y toxicológico de estos compuestos, los cuales se muestran en la 

Tabla 1.2. Esta tabla recoge las distintas propiedades físico-químicas de alguno de los HAPs 

más representativos de la familia [25]: El número CAS es el número de identificación que 

asigna la Sociedad Química Americana a las distintas sustancias químicas; El peso molecular 

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

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

que han sido proyectadas fuera de la masa de la disolución en la que se encuentre la sustancia 

(expresada como mm Hg). En general, los HAPs presentan una presión de vapor baja, lo que 

posibilita que puedan viajar largas distancias en la atmósfera antes de regresar a la tierra en 

forma de agua de lluvias o por asentamiento de partículas. 
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 La solubilidad (Sol) muestra la máxima concentración del compuesto capaz de 

disolverse en el agua. Se mide en unidades de concentración (mg/L). Por lo general, los HAP 

tienen una solubilidad baja por lo que no se disuelven fácilmente 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 será mayor cuanto 

más alto sea el valor de H. Los HAPs presentan valores bajos de la constante de la ley de Henry. 

Dicha constante está directamente relacionada con la presión de vapor mediante la ecuación 

propuesta por Henry. 

 Por último, el logaritmo del coeficiente de reparto octanol-agua (log Kow) es una 

medida de cómo un compuesto puede distribuirse entre dos disolventes inmiscibles, agua 

(disolvente polar) y octanol (disolvente relativamente no polar, que representa a los lípidos). 

Se calcula dividiendo la concentración que presenta la sustancia en el octanol entre la que 

presenta en el agua. Se emplea para estimar la distribución del compuesto en un tejido de 

grasa animal. De esta forma, cuanto mayor sea este valor, mayor tendencia tendrá el 

compuesto a bioacumularse. Los HAPs presentan valores elevados del log Kow, lo que indica su 

predisposición a ser bioacumulados por los organismos vivos, de ahí su toxicidad y 

acumulación dentro del organismo. 

 En esta tabla se incluye también una clasificación de su potencial cancerígeno (PC), 

atendiendo a su potencial en humanos según la Agencia Internacional en la Investigación del 

Cáncer (IARC) y la EPA. 

 Dichas agencias clasifican estos compuestos en probablemente cancerígenos en 

humanos (2A), posiblemente cancerígenos en humanos (2B), no calificables como 

cancerígenos 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 físico determinado tanto por la presión de vapor 

como por la temperatura. A presiones de vapor superiores a 1x10-5 kPa suelen encontrare en 

fase gaseosa. A 25 °C, los compuestos de tres anillos se encuentran principalmente en fase 

vapor, mientras que los de número de anillos superiores se distribuyen entre fase sólida y 

vapor. Los HAPs con seis anillos se encuentran exclusivamente en fase sólida. Las presiones de 

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

 Los HAPs poseen propiedades lipofílicas. Aquellos con altos pesos moleculares son 

generalmente insolubles en agua, siendo su afinidad para absorberse en las superficies de las 

partículas suspendidas en el aire y en el agua muy elevada. Su log Kow suele ser superior a 5. 

                                            Tabla 1.2. Propiedades físico-químicas de HAPs 

HAP PC CAS 
PM 

(g/mol) 

PF PE 
Pv (mm Hg) Sol (mg/L) 

H 
(atm×m

3
/mol) 

Log 
Kow (° C) (° C) 

Acenafteno NE 83-29-9 154,21 95 96,2 4,47x10-3 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 5,7x10-9 (25°) 6,3x10-3 (25°C) - - 

Benzo(b)fluoranteno 2B/B2 205-99-2 252,3 168,3 - 5x10-7 (20-25 °) 0,0012 1,22x10-5 6,04 

Benzo(j)fluoranteno  
205-82-3 252,3 166 - 1,5x10-8 

6,76x10-3 
(25°C) 

1x10-6 6,12 

Benzo(k)fluoranteno 2B 207-08-9 252,3 215,7 480 9,59x10-11 (25°) 7,6x10-4 (25°C) 3,87x10-5 6,06 

Benzo(g,h,i)perileno 3 191-24-2 276,34 273 550 
1,03x10-10 

(25°C) 
2,6x10-4 (25°C) 1,44x10-7 6,5 

Criseno 3/B2 218-01-9 228,3 256 448 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 - 1x10-10 (20°C) 5x10-4 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 5x10-6 (25°C) 0,26 6,5x10-6 4,9 

Fluoreno NE 86-73-7 166,2 117 295 3,2x10--4 (20°C) 1,98 1x10-4 4,18 

Indeno(1,2,3-c,d) 
pireno 

2B/B2 193-39-5 276,3 163,6 530 1x10-6 (20°C) 0,062 6,95x10-8 6,58 

Pireno 3 
129-00-

00 
202,3 156 404 2,5x10-6 (25°C) 0,077 1,14x10-5 4,88 
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1.6.1. Fenómenos de fluorescencia 

 La mayoría de los HAPs son compuestos fluoróforos, es decir presentan fluorescencia. 

La emisión 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 

aromática, con electrones  deslocalizados y distribuidos a través de toda la molécula. Este 

sistema conjugado de orbitales  proporciona una estructura molecular que les hace 

químicamente estables. Los HAPs absorben luz ultravioleta y al emitirla producen un espectro 

de fluorescencia característico de cada compuesto que puede ser empleado para identificarlos 

con ayuda de un detector fluorimétrico [62]. 

 La fluorescencia es un proceso de emisión en el cual las moléculas son excitadas por la 

absorción de radiación electromagnética. Las especies excitadas se relajan al estado 

fundamental, liberando su exceso de energía en forma de fotones. Este proceso se produce 

porque las moléculas tienen diferentes estados llamados niveles de energía donde los 

electrones se encuentran ocupando dichos niveles. En fluorescencia estos niveles se refieren a 

estados vibracionales y electrónicos. Las moléculas que presentan fluorescencia tendrán un 

estado electrónico basal (S0), o estado de baja energía, y un estado electrónico excitado de 

mayor energía (S1). Dentro de cada uno de estos estados electrónicos 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 

electrónicos 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 fotón con energía (h) de excitación, uno de sus 

electrones  salta a un nivel de mayor energía y la molécula se dice que se ha promovido 

desde un estado basal S0 a un estado singlete S1 superior. Normalmente el tiempo de vida 

media de una especie excitada es breve porque existen mecanismos de liberación de energía 

que hacen retornar al estado fundamental. Las colisiones con otras moléculas causan que la 

molécula excitada pierda energía vibracional hasta que alcanza el estado vibracional más bajo 

del estado electrónico excitado. En este caso se habla de relajación vibracional, señalada por 

las flechas onduladas cortas de la Figura 1.4, entre los niveles de energía vibracionales. La 

molécula desciende luego a uno de los distintos niveles de vibración del estado electrónico 

basal, emitiendo un fotón en el proceso, es decir, el electrón vuelve de este estado excitado al 

estado basal. Dicho fotón, con menor energía, es decir, con mayor longitud de onda, es 

entonces emitido, siendo este proceso conocido como fluorescencia de emisión 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 está limitada, por tanto, a un número relativamente pequeño de 

sistemas que incorporan características estructurales que hacen que la velocidad de los 

procesos de desactivación sin radiación se reduzca hasta el punto que la reacción de emisión 

pueda competir cinéticamente produciendo dicha emisión. A esto hay que añadir que tanto las 

longitudes de onda de excitación como las de emisión son características de cada molécula, 

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

 La fluorescencia más intensa la presentan los compuestos que contienen grupos 

funcionales aromáticos como es el caso de los HAPs, particularmente favorecida en moléculas 

que poseen estructuras rígidas. La eficacia cuántica, es decir, la relación entre el número de 

moléculas que emiten fluorescencia respecto al número total de moléculas excitadas, es alta, 

aumentando ésta con el número de anillos y su grado de conjugación. La sustitución en un 

anillo aromático causa desplazamientos en la longitud de onda de absorción máxima. En 

general, los HAPs con pocos anillos aromáticos requieren grandes energías de excitación 

(cortas longitudes de onda), mientras que las moléculas de mayor número (5 o más anillos) 

requieren menores energías [66]. Por ejemplo, el pireno (Pyr) tiene una gran capacidad de 

llevar a cabo el fenómeno de emisión de fluorescencia, debido a su alta conjugación al estar 

constituido por cuatro anillos aromáticos fusionados. El Pyr posee un alto rendimiento 

cuántico 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 únicas para su 

determinación, siendo ésta una de las características más atractivas de los métodos de 

fluorescencia, ya que aportan a la metodología analítica 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 características de cada compuesto. Por ejemplo, en 

mezclas que contengan varias estructuras, las diferentes propiedades fluorimétricas de cada 

uno de los HAPs podrán dar una identificación preliminar de los compuestos. 
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2. LOS HIDROCARBUROS AROMÁTICOS POLICÍCLICOS Y SUS 

BIOMARCADORES DE EXPOSICIÓN  

2.1. IMPORTANCIA DE LOS ESTUDIOS DE BIOVIGILANCIA 

 Los estudios de biovigilancia, sobre todo de poblaciones humanas que están 

laboralmente expuestas a diferentes agentes, suscitan en la actualidad la atención y 

dedicación de muchos laboratorios y agencias de control, suponiendo un gran esfuerzo de 

investigación en campos tan diversos como la toxicología, la Química Analítica o la 

epidemiología. Es una herramienta de gran utilidad para la protección de la salud frente a la 

exposición de sustancias químicas que es llevada a cabo a través de un análisis sistemático de 

contaminantes y/o sus metabolitos en muestras biológicas. 

 Para la evaluación del riesgo es imprescindible conocer la exposición de la población 

general. El conocimiento preciso de las concentraciones de los contaminantes en las matrices 

ambientales permite evaluar la exposición de los diferentes grupos de población y por lo tanto, 

estimar el riesgo asociado a su presencia. Sin embargo, la evaluación de la exposición 

ambiental externa no es suficiente para valorar el riesgo, ya que la presencia de sustancias 

químicas en estas matrices no implica su absorción 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 evalúe la dosis interna de contaminante realmente incorporada en el 

organismo [68]. 

 De estos aspectos se encarga la biovigilancia o biomonitorización humana (HBM). La 

HBM es una herramienta de gran utilidad para la protección de la salud frente a la exposición 

de sustancias químicas que, a través de una metodología sistemática de recogida de muestras 

biológicas, su posterior determinación y la de sus metabolitos, o la de otros parámetros 

biológicos, compara los niveles observados con valores de referencia. De esta forma, evalúa la 
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exposición 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, añadiendo la 

importancia del desarrollo de métodos analíticos adecuados que determinen 

cuantitativamente esta exposición. 
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        Figura 2.1. Esquema de la biovigilancia y su importancia en la Química Analítica [70] 

 Gracias a estos estudios se puede medir la concentración de multitud de sustancias a 

través del análisis en fluidos o tejidos humanos como la sangre, el cabello o la orina. Por otro 

lado, considera las rutas de exposición así como todas las fuentes que pueden suponer un 

riesgo, estudiando con ello las posibles rutas metabólicas y toxicológicas de las sustancias que 

pueden ser susceptibles de provocar un riesgo. 

 Los datos así obtenidos proporcionan una medida integrada de la exposición de la 

población procedente del conjunto de todas las fuentes de contaminación y tiene en cuenta 

todas las rutas de exposición y entrada al organismo (inhalación, ingestión, absorción 

dérmica). Es indispensable seleccionar correctamente la matriz biológica, los biomarcadores 

más adecuados para cada tipo de sustancia estudiada, así como de disponer de métodos 
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analíticos fiables y sensibles, aplicados bajo estrictos protocolos de calidad disponiendo 

además de referencias para la interpretación de los correctos resultados [5]. 

 De esta forma, identificando y cuantificando el grado de exposición 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 biológicas 

 Las matrices biológicas consideradas deben ser fácilmente accesibles y en cantidad 

suficiente para realizar los análisis 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 biológicas la orina y la sangre. 

Muchas sustancias lipofílicas persisten en la sangre, tanto en el suero como en el plasma. La 

sangre está en contacto con todos los tejidos, lo que permite determinar la presencia de 

contaminantes en este medio manteniendo una muy buena correlación entre los niveles 

observados y su exposición. Sin embargo, la recogida de esta matriz es invasiva por lo que 

puede condicionar la participación de voluntarios en el estudio. Además, se necesita personal 

especializado para su recogida, siendo una matriz compleja en el que los bajos niveles pueden 

necesitar un esfuerzo de metodología analítica adicional.  

 La orina permite el análisis de contaminantes hidrofílicos que se excretan y pueden ser 

recogidos fácilmente de manera no invasiva, además se pueden recoger volúmenes mayores 

de muestra. 

 Otras matrices como la leche materna, la saliva, el pelo o las uñas han sido propuestas 

con nuevas metodologías para relacionar las concentraciones dispuestas con la exposición 

recibida. La aplicabilidad de estas matrices está más limitada, ya que no existen 
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procedimientos estándares que hayan sido evaluados y publicados hasta el momento, no 

estando definidos los valores límites de interpretación de los resultados obtenidos [71]. 

 La determinación de sustancias químicas en fluidos humanos comenzó a utilizarse en 

medicina ocupacional para la protección de la salud de los trabajadores expuestos. Entre los 

primeros estudios cabe citar la determinación de plomo en 1933 [72] o la de los metabolitos 

del benceno en 1936 [73]. Esto generó un problema analítico, ya que las bajas concentraciones 

en sangre y orina de las sustancias buscadas requerían técnicas cuyos límites de detección 

estuvieran acordes a los niveles buscados. 

2.1.2. Elección del biomarcador 

 Otro aspecto del que debe encargase la HBM es la elección del biomarcador más 

adecuado a cada sustancia en estudio. Deber ser el elemento representativo del grupo 

general, presentando una correlación directa entre la exposición que se pretende evaluar y su 

concentración. Del biomarcador va a depender el diseño de la metodología analítica e 

interpretación de los resultados. Ha de ser lo más representativo y específico 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 exposición de los HAPs se realiza básicamente en orina mediante el 

control de los metabolitos hidroxilados que se eliminan en unos pocos días tras la exposición 

en su forma libre [33]. De una manera fiable y específica se han determinado en orina el 

1OHPyr, hidroxifenantrenos (OHPhe) o el 1,2-hidroxinaftaleno, entre otros. La determinación 

del 3-hidroxibenzo[a]pireno (3OHB[a]Pyr) en orina es un gran progreso ya que esta sustancia 



  LOS HIDROCARBUROS AROMÁTICOS POLICÍCLICOS Y SUS BIOMARCADORES DE EXPOSICIÓN 
 

 
41 

 

presenta un alto grado de potencial carcinogénico, de ahí la importancia de su determinación. 

Sin embargo, no está claro que de momento, sea el biomarcador adecuado para los análisis de 

rutina [5, 33]. 

2.1.3. Bioindicadores de dosis biológica  

 Los bioindicadores de dosis biológica son los que indican la cantidad de sustancia que 

actúa sobre los sitios biológicos significativos, es decir, serán los parámetros que permitan 

evaluar la exposición y los efectos bioquímicos y biológicos de estas sustancias, una vez 

integrados al organismo. 

 Las sustancias mutagénicas o carcinogénicas se unen a las macromoléculas, 

especialmente proteínas, ARN o ADN. Esto es debido a que las sustancias electrofílicas 

reaccionan con los sitios nucleofílicos de dichas macromoléculas formando aductos. La unión 

entre este aducto con el ADN es una etapa crítica de la carcinogéneis química y la 

determinación de estos compuestos puede ser útil como bioindicador precoz para la 

determinación de cáncer [32]. Sin embargo, la determinación cuantitativa del aducto con ADN 

no es sencilla debido a las pequeñas concentraciones de estos compuestos, a la eficiencia de 

los mecanismos biológicos de reparación y a la dilución de los aductos debido a la división 

celular. Para este tipo de marcadores, se emplea la hemoglobina y la albúmina principalmente. 

La hemoglobina es una proteína utilizada en estas técnicas con una vida media de unos 120 

días, pudiendo servir como indicador de exposición a agentes mutagénicos durante este 

período. El otro indicador empleado sería la albúmina, proteína sintetizada en el hígado con 

una vida media de unos 20-25 días y que sirve como transportadora de muchos compuestos 

lipofílicos [5].  
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2.1.4. Metodología analítica 

 Los métodos analíticos empleados deben ser elaborados y optimizados para 

determinar estas sustancias de una manera sensible y específica en las matrices biológicas 

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 epidemiológicos llevan a cabo el análisis de numerosas muestras, por lo que la 

optimización de los recursos económicos, materiales y de personal debe tenerse muy en 

cuenta en la elección del procedimiento analítico y la instrumentación necesaria para ello. 

 La tendencia actual de la metodología analítica tiene en cuenta las limitaciones 

inherentes a las muestras presentadas en un estudio de biovigilancia. Es importante resaltar 

que las matrices biológicas presentan una elevada complejidad, no son fáciles de conseguir, 

estando disponibles en pequeña cantidad. Los analitos están presentes en dichas matrices a 

nivel de traza (ppb, ppt), mientras que el resto de componentes de la matriz puede interferir 

en el análisis.  

 Para llevar a cabo estos estudios se necesita metodología analítica sensible, con alta 

especificidad y selectividad, pudiendo asumir el análisis de un gran número de sustancias [68, 

74].  

 Durante los últimos años se han desarrollado numerosos métodos, entre los más 

recientes se encuentran las técnicas analíticas más avanzadas, como la espectrometría de 

emisión con fuente de plasma acoplada a la espectrometría de masas (IPC-MS) o la 

cromatografía de gases (GC), o líquidos (LC), acoplada a la espectrometría de masas en tándem 

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

 Los métodos analíticos tienden a ser multidimensionales para dar cabida al análisis de 

un gran número de componentes que deben ser analizados en estas matrices, necesitando 
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métodos rápidos y sensibles, empleando para ello la instrumentación adecuada. Para la 

detección y posterior cuantificación de los distintos analitos, la técnica HPLC (cromatografía de 

líquidos de alta eficacia) acoplada a MS es la más utilizada, aunque también se emplea la 

GC/MS, en muchas ocasiones precedida de una derivatización de las sustancias para modificar 

su volatilidad. La cromatografía provee de un gran poder de separación y resolución, lo que la 

hace ideal para el análisis de matrices complejas. El número de aplicaciones de esta técnica es 

muy numeroso. La cromatografía combinada con un detector de MS amplia la aplicabilidad 

mejorando la identificación de los compuestos [76]. 

 Cada una de las etapas implicadas en el análisis (preparación de la muestra, análisis 

instrumental y tratamiento de los datos), es relevante para una correcta detección y 

cuantificación de los analitos y por tanto para la obtención de resultados fiables.  

 Una de las técnicas de extracción y purificación más utilizada es la extracción en fase 

sólida (SPE). La tendencia se centra en desarrollar nuevos métodos que permitan una elevada 

productividad, con una mayor automatización, empleando para ello soportes selectivos que 

permitan la inyección directa y repetida de las muestras biológicas [77].  

 La tendencia actual en el desarrollo de métodos analíticos será aquella que incida en la 

rápida preparación de la muestra con una mínima manipulación de la misma y con el menor 

uso de disolventes y menor cantidad de muestra posible, destacando aquellas en las que la 

preparación y limpieza se den en un solo paso. Por otra parte, la automatización de los 

procedimientos, así como la miniaturización del equipamiento utilizado, están en las líneas 

prioritarias de investigación en este terreno, haciendo análisis más rápidos, con menores 

costes económicos y resultando más 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 exposición a los contaminantes ambientales más adecuados, obteniendo 

de ellos conclusiones y datos sobre niveles de población de referencia así como su tendencia 

en función de los diferentes factores de exposición, para así poder caracterizar la exposición de 

un determinado contaminante en una población particular. Estos estudios son muy 

heterogéneos en cuanto al contexto en el que se realizan, criterios de inclusión, condiciones de 

muestreo, tipos de compuestos analizados, unidades utilizadas para expresar la concentración, 

metodología analítica y límites de detección. Esto hace que sea difícil comparar niveles. La 

dificultad de brindar valores de referencia a las conclusiones extraídas de estos estudios hace 

introducir el término de niveles basales. Estos valores no representan valores toxicológicos, 

sino valores que habrá que tener en cuenta para minimizar los riesgos que estas 

concentraciones pueden tener sobre una determinada parte de la población. Es imprescindible 

para la correcta obtención e interpretación de los datos obtenidos, el conocimiento y la 

descripción meticulosa de todos los factores capaces de introducir variables tales como el tipo 

de población, su entorno o la metodología utilizada. 

 Estos valores permiten evaluar variaciones geográficas o tendencias temporales, 

determinar si los niveles de exposición son altos en grupos específicos, priorizar las 

investigaciones en los efectos sobre la salud humana, y evaluar la eficacia de las medidas 

programadas.  

 Por ejemplo, la composición de la mezcla de HAPs es distinta dependiendo del 

ambiente de trabajo donde se esté considerando el estudio o de si la población 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 límite de exposición para todas las industrias y para todos los trabajadores, ya 

que va a depender de diversos factores.  

 Lo que sí es constante es la cantidad de 1OHPyr excretado tras la exposición a los 

HAPs. Teniendo esto en cuenta, se establecen niveles basales del 1OHPyr excretado para 

distintos grupos de población. Por ejemplo, Jongeneelen et al [80], fijaron valores para una 

población no ocupacional en 0,24 m/mol en creatinina para no fumadores, subiendo este 

valor a 0,76 m/mol en creatinina en fumadores. El nivel más bajo encontrado en trabajadores 

se fija en 1,4 m/mol en creatinina, considerando éste como nivel no genotóxico. En 

trabajadores de horno de carbón y de producción de aluminio estos valores se encuentran 

entre 2,3–4,9 m/mol en creatinina. 

2.1.6. Programas de HBM 

 Actualmente muchos gobiernos han implementado programas de HBM que evalúan 

los niveles de diferentes biomarcadores en la población.  

 Hasta la fecha se han dado a conocer tres informes realizados en EEUU por los Centros 

de Control y Prevención de Enfermedades (CDC), que coordinan los “Informes sobre 

Exposición Humana a Agentes Químicos Ambientales” sobre la exposición de la población 

estadounidense a ciertos compuestos químicos utilizando la biomonitorización. Estos informes 

se añaden a un amplio conjunto de estudios realizados en EEUU en décadas recientes; por 

ejemplo, la serie de las Encuestas Nacionales de Salud y Nutrición (NHANES I, II y III). 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 último es el de la Encuesta de Medio Ambiente 

Alemana (GerES III): “Umwelt-Survey 1998, Band III: Human Biomonitoring”, publicado en 
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2002. Contiene estudios representativos de la población general. Su propósito es determinar la 

exposición de la población alemana a contaminantes ambientales. El objetivo principal del Ger 

ES es generar, mantener al día y evaluar los datos representativos para facilitar la observación 

de la salud ambiental y mostrar la información en el ámbito nacional [84].  

 En Canadá destacan el Programa de Evaluación y Monitoreo del Ártico (AMAP) [85] y 

las Encuestas sobre Medidas de Salud Canadienses (CHMS) encargados de recoger información 

relevante para detectar enfermedades crónicas e infecciosas, nutrición y marcadores de 

entorno [86]. De igual forma, la función principal de AMAP es aconsejar en temas relacionados 

con la amenaza por la contaminación en el Ártico y, de este modo, estar en condiciones de 

promover políticas de prevención y vigilancia de la contaminación en la zona. Así, AMAP se 

encarga de medir y determinar los efectos de contaminantes de origen antropogénico en 

todos los compartimentos del Ártico, documentar las vías de entrada de dichos 

contaminantes, examinar su impacto y aconsejar a los países para la mejora de las condiciones 

de la zona.  

 Recientemente en España 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 investigación internacional del que España forma 

parte, que trata sobre el medio ambiente y la salud y que se está realizando con parejas de 

niños en edad escolar (entre 6 y 11 años) y sus respectivas madres, tanto en zona rural como 

urbana. En este proyecto se está evaluando la exposición a sustancias potencialmente tóxicas 

que están 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 (exposición al humo de 

tabaco), Cd (presente en pilas y tabaco), ftalatos y bisfenol A (compuestos plásticos). La 

realización de estos estudios a nivel europeo permitirá adquirir conocimientos sobre los 

impactos ambientales.  
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 Desde el año 2007, el Centro Nacional de Sanidad Ambiental (Instituto de Salud Carlos 

III) responsable de DEMOCOPHES en España, 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 

áreas geográficas, sexo y sectores profesionales con el fin de obtener una muestra 

representativa de la población activa española. El reclutamiento de los participantes se llevó 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 epidemiológico para la adquisición 

de información socio-demográfica, medioambiental y exposición relacionada con el estilo de 

vida. Las matrices analizadas fueron orina y sangre para los distintos contaminantes. 

BIOAMBIENT.ES analizó 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 realizó para generar valores de referencia de la exposición química 

(PCB, Pb, y Hg) y confirmó por ejemplo, altos niveles de mercurio atribuibles al consumo de 

pescado. Esta información puede ser utilizada para establecer valores de referencia y 

eventualmente para la evaluación de las deficiencias en las políticas medioambientales y de 

salud. Un folleto de información incluye niveles individuales de los resultados de cada 

participante, así como la información general de cada sustancia tóxica [89]. 

 Dentro del programa BIOAMBIENTS.ES se llevó 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 encargó de los derivados hidroxilados de 

los HAPs. Los marcadores biológicos escogidos fueron el 1OHPyr, 1-2-,3-,4- y 9- OHPhe y el 

3OHB[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 índice de masa corporal. La distribución geográfica 

también tiene una preponderancia, midiendo mayores niveles en el noroeste que en el sur o 

este de España, explicado por la diferencia de climatología y en la diferencia de hábitos 

alimenticios, alto consumo de dulces, legumbres y huevos, que parece ser, que están 

asociados a un elevado nivel de OHPhe en orina. Los valores de 1OHPyr medios se 

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

La reciente implantación de los países 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. Así la HBM 

ha demostrado ser una herramienta de gran utilidad para la protección de la salud humana y la 

prevención de enfermedades ambientales, proporcionando una medida útil de la exposición 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 población general de 

diferentes agentes químicos, identificar variaciones geográficas en los niveles de exposición, 

determinar la prevalencia en la población de niveles por encima de los valores de referencia en 

la población o que puedan suponer riesgo para la salud, identificar subpoblaciones que 

presenten valores más altos, evaluar la efectividad de medidas de intervención desarrolladas 

para reducir la exposición de la población a agentes químicos específicos y establecer 

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

 La evaluación de la presencia de biomarcadores de exposición a contaminantes 

ambientales es esencial para poder tomar medidas en políticas de salud y medioambiente que 

ayuden a prevenir su exposición y posterior desarrollo de enfermedades derivadas de la 

exposición a estos contaminantes, desarrollando leyes encaminadas a la reducción de la 

contaminación por productos químicos.  
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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 

exposición a estas sustancias, debe ser evitado en la medida de lo posible. Los individuos que, 

debido a su trabajo, (plantas de coque, pavimentación de carreteras, impregnación de madera, 

fundición de aluminio) están 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 exposición que sufren a lo largo de su jornada laboral.  

 Se hace por tanto necesaria una legislación que marque límites asumibles de presencia 

de estos compuestos con evidentes propiedades genotóxicas y cancerígenas debido tanto a su 

ubicuidad en el medio ambiente como a su diversa exposición por las diferentes vías. Estas 

sustancias deben ser consideradas contaminantes emergentes prioritarios y su exposición 

debe ser controlada y mantenida a bajos niveles. 

 En el contexto de las legislaciones y agencias dedicadas a la protección de la salud y el 

medio ambiente, que rigen tanto la emisión como la presencia en alimentos, agua, aire y 

suelo, cabe destacar el Plan Nacional de Aplicación del Convenio de Estocolmo y el Reglamento 

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

 El Convenio de Estocolmo sobre COPs es un instrumento jurídicamente vinculante que 

establece la prohibición, restricciones de uso y las medidas a tomar para minimizar las 

emisiones (anexo III en el que están incluidos los HAPs).  

 Por otro lado los HAPs se encuentran sujetos a reducción 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: combustión, fabricación de 
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productos fitosanitarios o de uso industrial (pigmentos, colorantes, polímeros), negro de humo 

(usado como aditivo de carga, estabilizante o pigmento en polímero), componentes biocidas 

en el alquitrán (creosota) para la conservación de la madera o el asfalto. La ORDEN 

PRE/2666/2002 establece restricciones de comercialización y uso tanto de la creosota como 

para los productos que la contengan.  

 La información de la que se tiene conocimiento en este Convenio sobre emisiones de 

HAPs es abundante pero incompleta, ya que aporta poca información respecto a niveles de 

emisión, lo que hace imposible la comparación cuantitativa directa. Se necesitará, en un 

futuro, un consenso sobre cuál debe ser el indicador adecuado para referir las emisiones de 

HAPs y cuáles sus niveles. Lo que sí aporta son diversas medidas encaminadas a evitar las 

emisiones no intencionales de HAPs mediante la sustitución de los procesos que dan lugar a su 

formación. Entre estas medidas, por ejemplo, estaría la modificación de las instalaciones 

mejorando el sellado de puntos de emisión, emplazando adecuados sistemas de recogidas de 

gases, tratamiento biológico de las aguas contaminadas o filtros, o la sustitución de las 

calefacciones por combustible de carbón y madera por calderas más modernas. 

 La EPA clasifica 16 de los HAPs como prioritarios y fija normas y criterios para la 

realización del muestro y métodos de análisis [6]. Estos son el naftaleno, acenafteno, 

acenaftileno, fluoreno, fenantreno, antraceno, fluoranteno, Pyr, criseno, benzo[a]antraceno, 

benzo[b]fluoraneno, benzo[k]fluoranteno, 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 carcinógenos 

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. Además incluye como no 

clasificables como carcinógenos en seres humanos los siguientes HAPS: acenaftileno, 

antraceno, benzo[g,h,i]perileno, fluoranteo, fluoreno, fenantreno y pireno. El acenafteno no 

ha sido clasificado según sus efectos cancerígenos.  
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 La EPA ha indicado que no es probable que la ingestión o absorción diaria de las 

siguientes cantidades cause efectos dañinos 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 exposición se presenta por la inhalación 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, hollín, alquitrán y suelos 

contaminados. Se ha calculado que la exposición total en la población de EEUU sea de 3 mg 

por día.  

 Por lo tanto, el gobierno de EEUU ha establecido normas y guías 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 áreas rurales los 

niveles oscilan entre los 0,02-1,2 ng/m3, mientras que en área urbanas éstos niveles oscilan 

entre los 0,15-19,3 ng/m3. Los niveles de referencia de HAPs en agua potable oscilan entre los 

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

 El Instituto Nacional para la Seguridad y Salud Ocupacional (NIOSH) de EEUU, 

estableció un límite de exposición ocupacional recomendado y un promedio ponderado de 

tiempo para los productos de alquitrán de hulla de 0,1 mg de HAPs por metro cúbico de aire en 

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

 La Organización Mundial de la Salud (WHO) señala el tabaco como la primera causa 

mundial de muerte por cáncer y dedica una monografía a los HAPs. Añade 17 HAPs más a la 

lista de la EPA, haciendo un total de 33 HAPs prioritarios, estos son: antranteno, 

benzo[l]fluoranteno, benzo[g,h,i]fluoranteno, benzo[a]fluoreno, benzo[b]fluoreno, 

benzo[c]fenantreno, benzo[e]pireno, coronene, ciclopenta[cd]pireno, dibenzo[a,h]antraceno, 

dibenzo[a,e]pireno, dibenzo[a,h]pireno, dibenzo[a,i]pireno, dibenzo[a,l] pireno, 5-metilcriseno, 

1-metifenantreno y perileno [37]. 
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 Por su parte, la Agencia para Sustancias Tóxicas y el Registro de Enfermedades 

(ATSDR), agencia estadounidense responsable de prevenir o reducir los efectos nocivos de la 

exposición 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 función de 4 factores: el volumen de 

información existente sobre ellos, su mayor toxicidad, mayor riesgo de exposición y mayores 

concentraciones encontradas en los lugares señalados 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 regulación 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 evaluación y gestión de la calidad del aire ambiente. En esta 

directiva se exige a la Comisión de la Unión Europea la presentación de propuestas de 

regulación de una serie de contaminantes, incluidos los HAPs, debido a su potencial 

cancerígeno. 

 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 concentración máxima de 

B[a]Pyr de 1 ng/m3, y señala al B[a]Pyr como indicador de la actividad cancerígena del grupo. 

Además, los estados miembros deben controlar otros HAPs relevantes para evaluar la 

contribución total. Se establecen también criterios de muestro y métodos de análisis [92]. Esta 

Directiva está 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 máximo de 0,2 g/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 España, el Real Decreto R.D. 1138/1990 del 14 de Septiembre aprueba la 

reglamentación técnico-sanitaria para el abastecimiento y control de calidad de aguas potables 

de consumo público adoptando el mismo valor límite 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 máximo de 

0,1g/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 más restrictivo de 0,01 g/L para el 

B[a]Pyr. 

 La legislación establecida por el Reglamento (UE) 835/2011, en lo que respecta al 

contenido máximo 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 

Producto alimenticio 
Contenido máximo 

(g/kg)  

 
peso fresco 

Aceites y grasas 2 

Carnes ahumadas y productos 
cárnicos ahumados 

5.0 

Carne de pescado ahumado y 
productos pesqueros ahumados 

5 

Carne de pescado no ahumada 2 

Crustáceos y cefalópodos no 
ahumados 

5 

Moluscos bivalvos 10 
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Producto alimenticio 
Contenido máximo 

(g/kg)  

 
peso fresco 

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

edad 

1 

Preparados para lactantes y 
preparados de continuación, 

incluidas la leche para lactantes 
y la leche de continuación 

1 

Alimentos dietéticos destinados 
a usos médicos especiales 

dirigidos específicamente a los 
lactantes 

1 

 

 Especial mención 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 límites de de determinados HAPs en el aceite de orujo de oliva. El máximo 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,i]perileno 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 exposición laboral, en España, el Real Decreto 665/1997 de 12 de Mayo 

sobre la protección de los trabajadores, controla los riesgos asociados a la exposición a 

agentes cancerígenos durante el trabajo y establece una serie de normas y medidas de 

seguridad e higiene para prevenir la exposición laboral de los trabajadores a una serie de 

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

HAPs proponiendo diferentes métodos de análisis para su detección [95]. 

 El Reglamento (UE) No 1272/2013 relativo al registro, la evaluación, la autorización y la 

restricción de las sustancias y mezclas químicas [96] considerando el B[a]Pyr, 

benzo[b]fluoranteno, benzo[j]fluoranteno, benzo[k]fluoranteno y dibenzo[a,h]antraceno como 

carcinógenos restringiendo la cantidad de estos que puede encontrarse en partes de plástico y 

caucho de una gran cantidad de productos, que no se añaden intencionadamente pero que 

pueden pasar a formar parte del producto a través de impurezas o de las materias primas 

utilizadas en su producción, ya que pueden suponer un riesgo por inhalación, ingestión o 

adsorción cutánea. Los límites con respecto al contenido de HAPs en partes accesibles de 

plástico o caucho son de 1  mg/kg, estableciéndose un valor inferior a 0,5 mg/kg cuando estos 

productos formen parte de juguetes o artículos de puericultura. Este reglamente prevé una 

revisión de estos límites antes del 27 de diciembre de 2017 a la vista de los posibles nuevos 

datos científicos en los que se incluya la posibilidad de migración de los HAPs. 

 La PRTR o Registro Estatal de Emisiones y Fuentes Contaminantes, en su última 

revisión de octubre de 2013, fija normas y métodos estableciendo unos niveles umbrales de 

emisión en aire y agua [97]. Estos son: umbral de emisión a la atmosfera 50 Kg/año en agua y 

en suelo 5 kg/año. Estos valores están basados en el RD 508/2007 de emisión en estos medios.  

 Como puede verse, todavía hay mucho camino que recorrer, los límites de detección, 

los valores umbrales, y los estudios sobre repercusión tanto en el medio ambiente como en el 

ser humano distan mucho de estar solucionados. En muchos casos, los límites de detección 

suelen estar muy por debajo de las capacidades de detección de la instrumentación actual, por 

lo que el desarrollo de métodos alternativos permitiendo acceder a dichos niveles es uno de 

los campos de investigación más interesantes y actuales dentro de la Química Analítica.  
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2.2. EL 1-HIDROXIPIRENO COMO PRINCIPAL BIOMARCADOR 

 El Pyr es un hidrocarburo aromático policíclico formado por cuatro anillos conjugados 

que es rápidamente distribuido, metabolizado y eliminado como 1OHPyr en orina, 

representando una fracción constante, un 90% del total de Pyr excretado [90]. El 1OHPyr es un 

derivado hidroxilado del pireno, donde un grupo hidroxi- sustituye uno de los carbonos de la 

estructura en la posición 1. Tiene una vida media de 4 a 35 horas decayendo su concentración 

a las 48 horas siguientes a la exposición. Por lo tanto, el 1OHPyr puede ser usado para evaluar 

la exposición reciente a HAPs [98]. La estructura química del 1OHPyr es la mostrada en la 

Figura 2.2 siguiente: 

                                                             

                                            Figura 2.2. Estructura del 1-hidroxipireno 

 Desde 1985, el 1OHPyr es considerado un indicador representativo, sensible y fiable de 

la exposición de HAPs [99]. Es el metabolito empleado habitualmente en la determinación de 

dicha exposición ya que existe una relación directa entre la exposición industrial a los HAPs y la 

excreción urinaria del 1OHPyr. Los resultados demuestran que la concentración de pireno está 

estrechamente relacionada con la suma total de los HAPs [100]. El 1OHPyr ha sido, por tanto, 

considerado el mejor biomarcador, siendo objeto de numerosos estudios [33, 101-107].  

 Los HAPs no están presentes en el medio de forma individual, sino que forman una 

mezcla de hidrocarburos en diferente concentración. El pireno está presente de forma más o 

menos constante en las mezclas de estos compuestos y, siendo el 1OHPyr su principal y mayor 

metabolito, es lógico pensar que esta correlación directa haga que se pueda relacionar su 
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concentración con los niveles de exposición del grupo total de hidrocarburos, tomándose por 

tanto, su concentración como referencia.  

 Históricamente, el 1OHPyr se ha analizado en orina para cuantificar la exposición 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 1OHPyr en orina de trabajadores expuestos [108], que ha servido como base para 

posteriores estudios, tanto de biovigilancia como de análisis químico. Jongeneelen empleaba 

para la determinación del 1OHPyr un HPLC con detector de fluorescencia, consiguiendo unos 

niveles de concentración del orden de nmol/L. 

 El 1OHPyr 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 emisión de HAPs derivados de la combustión del 

petróleo o el diesel, siendo una fuente principal de hidrocarburos en el medio urbano, por lo 

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

 Sin tener un índice biológico de exposición establecido, el Comité de la Conferencia 

Americana de Higienitas Industriales de EEUU [113], recomienda que este valor no exceda de 

0,49 mol 1OHPyr/mol de creatinina, lo que sería igual a 0,95 g/g de creatinina. Este valor 

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

 Como indicador de dosis interna en población de no fumadores y no expuesta 

ocupacionalmente, la Comisión de Biomonitoreo Humano de la Agencia Ambiental de 

Alemania Federal estableció un valor de referencia de 0,3 mol 1OHPyr/g de creatinina [115]. 

 Los valores de 1OHPyr en estudios de biomonitorización están expresados en g 

1OHPyr/g de creatinina o mol 1OHPyr/mol de creatinina para corregir el efecto de la dilución 

de la orina [116]. Este valor representa la concentración de 1OHPyr respecto a la de creatinina 

en orina. 
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 Para la evaluación de la exposición humana a estos compuestos, la biomotorización es 

un proceso esencial en el cual la preparación de muestra es uno de los pasos más importantes 

dentro del análisis. Es un paso previo que consume una gran cantidad de tiempo y donde es 

fundamental no añadir ninguna fuente de error.  

 Como se ha comentado anteriormente, el control de la exposición de los HAPs se 

realiza básicamente 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], 1OHPyr, 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 determinación.  

                            Tabla 2.2. Principales biomarcadores de HAPs 

Biomarcador Método de detección Referencia 
bibliográfica 

2-,3-,4 OHPhe HPLC-FD 

CG-MS 

[120-125] 

3-hidroxifluoranteno 

 

HPLC-FD 

SPE-CG-MS 

[120, 124] 

1-,9- OHPhe HPLC-FD 

CG-MS 

[120, 124] 

1-,2-,3-,4-,9-hidroxifluoreno SPME-GC-MS 

LC/MS/MS 

GC-MS 

[117-120, 124] 

 

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 Microextración en Fase 

Sólida. 

 Los derivados hidroxilados del fenantreno también se presentan en una gran 

proporción 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 

separación cromatográfica es compleja. Estos compuestos eluyen conjuntamente dificultando 

la determinación de esta familia de manera individual, por lo que su análisis ha de hacerse 

considerando la coelución de los isómeros [120]. El análisis de los isómeros junto con el 

análisis del 1OHPyr puede dar una mayor información y precisión de la exposición 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 manipulación 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 biológica y su asociación con 

la inducción de cáncer, no hay que olvidar el riesgo y precaución que se han de tomar en el 

manejo de esas sustancias. 

 El 1OHPyr es el indicador biológico más 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. Éste puede ser detectado en una matriz no invasiva como 

es la orina, con gran sensibilidad. La conclusión del primer workshop sobre 1OHPyr en 1995 

concluyó que era éste el mejor metabolito indicado para determinar la exposición ocupacional 

sobre HAPs [103]. Hay que añadir que se puede determinar a bajos niveles, y que la robustez 

de los métodos y su larga trayectoria hacen que sea el más utilizado en los análisis de rutina.  

 Por lo tanto, se puede concluir que la elección del 1OHPyr es adecuada para los análisis 

de rutina al no presenta características carcinogénicas, por lo que se disminuye el riesgo en la 

manipulación de la muestra. Es un analito sencillo y mayoritario que permite una gran 
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sensibilidad. La bibliografía es extensa, pudiendo encontrar gran información sobre su 

determinación y sus diferentes metodologías analíticas en diferentes matrices. El análisis de la 

muestra es sencillo, siendo por tanto un biomarcador idóneo para determinar los niveles de 

exposición de los HAPs de la población en general.  
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3. POLÍMEROS DE IMPRESIÓN MOLECULAR 

3.1. CONCEPTOS GENERALES 

 La impresión molecular es una técnica consistente en la formación de un polímero que 

contiene grupos funcionales fijos predeterminados estequiométricamente, que pueden unirse 

de manera específica a una molécula plantilla. Al retirar dicha plantilla, los huecos formados, 

complementarios en tamaño, forma y orientación a esta molécula, quedan disponibles 

pudiéndose emplear como sitios de reconocimiento específico para la plantilla con la que 

fueron preparados. Los polímeros así formados se denominan polímeros de impresión 

molecular o MIP y representan una nueva clase de materiales diseñados 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 número 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 análisis de compuestos que se encuentren a baja concentración o en matrices complejas. 

Son además insolubles y muy estables tanto térmica como químicamente. Son muy versátiles, 

tanto en sus aplicaciones y número de analitos para los que pueden ser desarrollados, como 

en las diferentes presentaciones pudiendo ser preparados en distintos soportes (perlas, 

bloque, películas delgadas, membranas…), de acuerdo a las necesidades que proponga la 

aplicación [139-141].  

 Una de estas aplicaciones es su empleo como adsorbente selectivo en procesos de 

extracción en fase sólida para la limpieza y preconcentración de muestras [142-144], siendo 

esta una de las más importantes y la que mayor interés despierta dentro de la Química 

Analítica.  
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 De igual forma, los MIP han sido ampliamente usados como biosensores o sensores 

químicos [145, 146], en catálisis [147], en electrocromatografía capilar (EC) [148] o como fase 

estacionaria en HPLC [149], lo que permite unificar las etapas de limpieza y detección de los 

analitos, disminuyendo considerablemente los tiempos de análisis. 

3.2. SÍNTESIS  

 Para la síntesis del MIP se necesita básicamente un monómero funcional, un 

entrecruzante, el iniciador de la polimerización, el disolvente y el analito plantilla. De la 

elección adecuada de estos componentes va a depender la selectividad, constante de afinidad, 

capacidad y propiedades físicas del polímero. Con estos componentes, se va a formar una 

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

 La síntesis consta de tres etapas. En la primera de ellas se pone en contacto el analito 

plantilla con el monómero funcional adecuado formándose un complejo de prepolimerización. 

Es importante destacar que las propiedades del polímero obtenido así como su estabilidad, 

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

 La segunda etapa consiste en la polimerización propiamente dicha. La polimerización 

se induce añadiendo el entrecruzante, el iniciador y el disolvente o porógeno. Generalmente 

sigue un mecanismo de propagación radicálico que puede ser inducido tanto térmica como 

fotoquímicamente.  

 Una vez formado el polímero, en la tercera etapa del proceso, se extrae el analito del 

interior de la estructura tridimensional constituida, liberando los sitios de reconocimiento 

específicos para ese analito. Estas cavidades creadas en la matriz polimérica, como se ha 

mencionado con anterioridad, serán complementarias en tamaño, forma y funcionalidad 

química al analito plantilla. De esta forma, el MIP formado será capaz de reconocer de forma 
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selectiva al analito para el cual se ha diseñado 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]. 

 

         Figura 3.1. Esquema del proceso de formación del polímero de impresión molecular [137] 

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

polímero son: 

Molde o plantilla 

 Es el componente al que va dirigido la síntesis del polímero. El analito que va a servir 

como molde para la formación del MIP ha de presentar una serie de características que 

permitan interaccionar con el monómero funcional generando un complejo estable durante la 

polimerización. Una de las características que debe tener una plantilla es la de no poseer 

grupos polarizables porque la polimerización suele darse por radicales libres. Por otra parte, no 

Analito 
Monómero
 Analito 

 

Porógeno 

Polimerización 
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     Iniciador 

    Extracción 
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debe presentar funcionalidad que inhiba la polimerización, además 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 tamaño de la plantilla van a tener posteriormente, una gran influencia en la 

selectividad del polímero. 

Monómero funcional 

 La elección de un monómero adecuado se deberá realizar en función de las 

características de los grupos funcionales del analito. El monómero ha de contener en su 

estructura grupos funcionales que permitan la interacción con el analito plantilla, con 

suficiente fuerza como para poder formar un complejo que se mantenga estable durante la 

polimerización. El equilibrio de la reacción debe estar totalmente desplazado hacia la 

formación del complejo trabajando con una relación estequiométrica en exceso de 

monómero. Entre los más comúnmente utilizados en la síntesis no covalente destacan los 

monómeros representados en la Figura 3.2. 

 El ácido metacrílico (MAA) ha sido el monómero más empleado hasta la fecha, 

resultando apropiado para analitos que presentan grupos funcionales básicos en su estructura. 

 De igual forma, la vinilpiridina ha resultado muy adecuada para analitos que contengan 

grupos ácidos. En el caso de que la molécula molde fuera capaz de formar complejos con 

determinados iones, el empleo de monómeros funcionales quelantes como el vinil-imidazol 

sería el más conveniente [151]. 
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           Figura 3.2. Principales monómeros funcionales empleados para la formación del MIP 

Disolvente o porógeno 

 La naturaleza del disolvente va a influir en las interacciones entre el monómero 

funcional y la plantilla. Esto es así porque va a ejercer una influencia directa en la morfología 

final de la estructura, tanto en el tamaño como en la distribución de los poros y finalmente, 

con la estabilidad del polímero. Junto con el entrecruzante, van a determinar las propiedades 

físico-químicas del polímero formado, particularmente su porosidad, la cual debe permitir el 

acceso del analito a los sitios de unión generados, aunque puede variar en los tratamientos 

posteriores a la polimerización.  

 Las interacciones que se producen entre el monómero y la plantilla también van a 

estar muy influenciadas por el disolvente empleado. Por lo general, la estabilización de los 

enlaces por puentes de hidrógeno o por interacciones electroestáticas entre los monómeros y 

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

dieléctrica baja, es decir con disolventes apróticos como pueden ser el tolueno, cloroformo o 

1- vinilimidazol 4- vinilpridina 2-vinilpiridina 

Ácido acrílico Ácido metacrílico Ác. Trifluoro metacrílico 

Ác. 4-vinilbenzoico Ác. itacónico 1- vinilimidazol 
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el ACN [152]. El uso de disolventes más polares, como pueden ser el agua o el metanol, en 

principio no es recomendable puesto que van a competir con el analito por la formación de 

puentes de hidrógeno con el monómero, interfiriendo significativamente en la formación de 

los enlaces con la plantilla, tendiendo a desestabilizar dichas uniones. Estos últimos suelen ser 

los más adecuados cuando la unión que interesa es de tipo hidrofóbico [153]. 

Monómero entrecruzante 

 La función del monómero entrecruzante es la de preservar la estabilidad estructural 

del polímero a lo largo del proceso de polimerización. Es el principal responsable de la 

morfología 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 tamaño y forma al analito. De igual forma ha de estabilizar los sitios de 

unión selectiva confiriendo una gran estabilidad térmica y mecánica además de conseguir una 

buena transferencia de masa. Se suelen emplear los ácidos acrílico o metacrílico ya que dan 

una elevada especificidad [154]. 

 La Figura 3.3 representa los entrecruzantes más comunes empelados en la síntesis de 

MIP. 

                          

                            Figura 3.3. Entrecruzantes empleados en la síntesis de MIP 

4-vinilbenceno 
N-N´- metileno-bis-acrilamida 

Trimetilpropano trimetacrilato 

Etilenglicol dimetacrilato 
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 El etilenglicol dimetacrilato (EGDMA) es el entrecruzante comúnmente empleado en 

combinación con el MAA, resultando muy adecuado ya que preserva los sitios de unión 

durante la polimerización, al mismo tiempo que confiere al polímero una gran estabilidad 

mecánica y térmica y buena mojabilidad, permitiendo una adecuada transferencia de masa. El 

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

Iniciador 

 Será el compuesto que marque el comienzo de la polimerización introduciendo 

radicales en el sistema. El método de iniciación puede llevarse a cabo a través de radiación 

ultravioleta o por la acción del calor, es decir, la polimerización se podrá iniciar vía fotoquímica 

o vía térmica, respectivamente, y la elección del iniciador vendrá dada por esta cuestión. Los 

iniciadores suelen ser de tipo azo, el más empleado es el 2-2-Azo(bis)isobutironitrilo (AIBN) 

que puede emplearse tanto por radiación ultravioleta como por acción del calor a 

temperaturas superiores a 60 °C. Por lo general, la polimerización 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 radiación UV empleando 

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

 Atendiendo a la naturaleza de la interacción entre el monómero funcional y la plantilla, 

los MIP se pueden clasificar en función del tipo de síntesis con la que se lleva a cabo, en 

polímeros covalentes, semi-covalentes y no covalentes. Esto es así porque de este tipo de 

interacción va a depender considerablemente las propiedades del polímero final obtenido 

[157]. 

3.2.1. Síntesis covalente 

 Este modelo de síntesis fue introducida en 1972 por Wulff y Sarchan [132] donde se 

presentaban los primeros ejemplos de impresión molecular con polímeros orgánicos 
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sintéticos. En este trabajo se describía la preparación de un polímero cuyas cavidades 

presentaban propiedades quirales que permitían la separación de especies en una mezcla 

racémica. En este caso la unión entre el monómero y el analito se realiza de forma covalente, 

tanto en su formación como en el reconocimiento posterior de los analitos permitiendo una 

gran definición estructural en la forma y el tamaño de la cavidad generadas. Requiere, por 

tanto, de la formación de enlaces covalentes reversibles entre los monómeros y la plantilla. Los 

monómeros funcionales suelen ser de tipo acrílico o vinílico. Después de la síntesis, la plantilla 

se extrae mediante rotura química de los enlaces covalentes, lo que suele realizarse mediante 

un proceso de hidrólisis [158].  

 Los MIP así formados son muy selectivos, produciéndose sitios de unión con una 

distribución de afinidad homogénea hacia la plantilla. Como la síntesis se ha llevado a cabo 

estequiométricamente con los monómeros funcionales, el porcentaje de unión específica es 

muy alto [157]. El inconveniente reside en el número de monómeros capaces de llevar a cabo 

un enlace covalente de naturaleza reversible con el analito, así como el impedimento estérico 

en la disposición espacial de los grupos funcionales. La mayor parte de los enlaces covalentes 

empleados en este tipo de polimerización son inestables en medio acuoso, lo que limita 

considerablemente los procedimientos de polimerización disponibles [159]. Debido a estas 

limitaciones, su aplicación analítica ha sido considerablemente escasa.  

3.2.2. Síntesis semi-covalente 

 El procedimiento de síntesis 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 interacción inicial es a través de un 

enlace covalente, pero el reconocimiento posterior que se lleva a cabo es de naturaleza no 

covalente. Sellergren sintetizó un polímero covalente a partir de la p-aminofenilalanina. Los 

restos de ácido carboxílico presentes en la matriz, formados tras la hidrólisis de la plantilla, 
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eran capaces de interaccionar con el aminoácido plantilla mediante la formación de enlaces 

por puentes de hidrógeno.  

 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. Síntesis no covalente 

 Fue introducida en 1981 por Arshady y Mosbach [162]. En este trabajo se preparó un 

polímero empleando metacrilato de metilo como monómero funcional que, mediante fuerzas 

electroestáticas, formaba un compuesto de prepolimerización con la N,N´-fenildiacrilamida. En 

este caso y a diferencia de la síntesis covalente, el complejo formado entre la plantilla y el 

monómero funcional no se realiza a través de enlaces covalentes, sino que se forma mediante 

interacciones moleculares de carácter débil. La interacción monómero-analito se produce a 

través de puentes de hidrógeno, interacciones electroestáticas o fuerzas de Van der Waals 

para el reconocimiento de la plantilla. Una vez formado el complejo, la extracción de la 

plantilla se realiza con el disolvente adecuado, sin necesidad de llevar a cabo una hidrólisis 

como en el caso de la síntesis covalente.  

 En este procedimiento, la flexibilidad y sencillez de la síntesis hace que esta técnica 

pueda ser aplicada a un amplio rango de monómeros y analitos, siendo actualmente, la síntesis 

más empleada [163], aunque presenta la desventaja de ser menos selectiva y homogénea en 

los puntos de unión que la síntesis covalente.  

3.3. OPTIMIZACIÓN DE LA SÍNTESIS 

 Muchos factores determinan la estructura y las propiedades de los sitios de 

reconocimiento así como la selectividad, afinidad, capacidad y propiedades del polímero. 

Todos ellos influyen en la extensión de la estructura tanto microscópica como macroscópica 
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[150]. Por tanto, entre los parámetros a optimizar en la síntesis de los MIP se encuentran: la 

naturaleza y cantidad de monómero, iniciador, entrecruzante y porógeno, la forma de iniciar la 

polimerización y la metodología empleada [152]. 

 Debido al elevado número de variables que pueden influir en las características del 

polímero final obtenido, la optimización del proceso resulta compleja.  

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

organización de los grupos funcionales de los monómeros uniéndose a ellos. 

 Como se ha comentado, la polimerización suele darse por radicales libres, por lo que 

en estas condiciones no debe presentar funcionalidad que inhiba o retarde el proceso. 

Dependiendo de la elección de iniciación de la polimerización, debe ser estable a temperaturas 

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

 Una vez conocido el analito, es necesario seleccionar aquellos monómeros que mejor 

interaccionen con el mismo. Existen tres maneras de abordar este estudio. La primera, la 

química computacional. Esta metodología consiste en emplear programas de ordenador que 

calculan teóricamente las energías de unión entre dos moléculas. Estos cálculos son complejos 

y se basan en modelos teóricos ya establecidos. El segundo método sería 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 último método 

consistiría en fabricar polímeros con cada monómero y después evaluar su afinidad. A la hora 

de seleccionar el mejor monómero hay que tener en cuenta que tampoco interesan aquellos 

que presentan una fuerza de interacción excesivamente fuerte, ya que a pesar de la gran 

afinidad que tendría el material, sería muy complicado eliminar esta interacción. En este caso, 

la limpieza que hay que hacer una vez fabricado el MIP sería muy complicada [164]. 
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 Por tanto, la selección del monómero funcional más adecuado será función de las 

características y grupos funcionales del analito, empleado como molécula molde o plantilla, 

con el que habrá de formar un complejo de prepolimerización estable. Es deseable que 

además se formen interacciones complementarias aumentando con ello la afinidad y 

selectividad de las cavidades, ya que el monómero funcional es el responsable de las 

interacciones en los sitios de reconocimiento [165]. 

 Además, en su elección habrá que tener en cuenta el tipo de síntesis que se quiere 

llevar a cabo. En la síntesis no covalente, el complejo formado por la plantilla y el monómero 

funcional se encuentra en equilibrio, pero los monómeros se encuentran en un exceso relativo 

respecto a los moles de la plantilla para desplazar el equilibro hacia la formación del complejo, 

por lo que se tiende a que la relación plantilla:monómero sea del orden 1:4 ó 1:6. Al tener un 

exceso de monómero funcional, se incrementa el número de grupos funcionales no 

específicos, pero una relación menor podría dar lugar a una menor densidad de los sitios de 

enlace [153, 166, 167]. 

 La síntesis no covalente es más flexible en cuanto a la selección de los monómeros 

funcionalizados que complementen a los grupos funcionales de la plantilla. En algunos casos 

pueden combinarse distintos monómeros 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 síntesis también difieren en sus 

características. Por ejemplo, los monómeros empleados en la síntesis de polímeros covalentes 

deben formar un compuesto covalente reversible con el analito, de manera que pueda 

romperse posteriormente. En este caso se suelen emplear los polímeros basados en derivados 

del ácido borónico en el que pueden formarse enlaces basados en la formación de ésteres de 

los ácidos borónicos [169]. 
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 Los enlaces formados en los polímeros no covalentes suelen emplear derivados de los 

ácidos carboxílicos. Estos son capaces de dimerizar en altas concentraciones de monómero en 

medio apolar pudiendo interaccionar de múltiples maneras con una gran cantidad de analitos 

plantilla. El mecanismo propuesto consistiría en aprovechar su carácter tanto aceptor como 

dador de protones en la formación de puentes de hidrógeno, la formación de pares iónicos o la 

interacción a través de la formación de dipolo-dipolo [157]. En este caso el monómero más 

utilizado es el ácido metacrílico ya que presenta una buena rigidez en la rotación de los enlaces 

aumentando la estabilidad del complejo. 

 En el caso de que el analito plantilla sea de carácter ácido, el monómero básico más 

utilizado es la vinilpiridina, ya que presenta un anillo aromático pobre en electrones Los 

analitos aromáticos ricos en electrones dan lugar a la formación de interacciones tipo . 

[157]. 

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

funcional dando lugar a puentes de hidrógeno [170]. 

 Por otra parte, el porógeno proporciona una única fase en la que se encuentran 

inmersos todos los componentes de la polimerización. Su principal función será además la de 

crear poros en el polímero. Si se varía la naturaleza y la proporción del disolvente, se puede 

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

 El porógeno se elige en función de su capacidad para estabilizar el complejo de 

prepolimerización formado entre el monómero funcional y la plantilla. La impresión covalente 

permite elegir entre una gran variedad de disolventes, en la no covalente hay que optimizar su 

elección teniendo en cuenta que éste debe maximizar la probabilidad de formación del 

complejo plantilla-monómero funcional. Por ejemplo, para estabilizar complejos basados en la 

formación de interacciones del tipo puentes de hidrógeno o fuerzas electroestáticas, 
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convendría elegir disolventes apolares apróticos. Si se utilizan interacciones hidrofóbicas, será 

preferible utilizar agua o mezclas acuosas [154]. 

 La porosidad del polímero obtenido se puede modificar con la adición de una pequeña 

cantidad de isooctanol al porógeno. Esto es de utilidad cuando el polímero va a emplearse 

como fase estacionaria en técnicas de separación como electrocromatografía capilar [171]. 

 Hay que tener en cuenta que para obtener un polímero poroso de alta estabilidad 

mecánica, el monómero debe encontrarse en gran proporción ya que se requiere de un grado 

de entrecruzamiento mayor del 80 %. Además, la reactividad del entrecruzante debe ser 

similar al monómero funcional para evitar la polimerización predominante de uno sobre otro. 

Esto se ha evitado en algunos estudios cuando el entrecruzante utilizado ha actuado como 

monómero funcional y como entrecruzante [172].  

 Se suele emplear la molécula EGDMA. Su disposición hace que se formen enlaces 

cortos pero flexibles entre dos de las unidades polimerizables, favoreciendo la reproducción 

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

 Por otro lado, el iniciador será el responsable del inicio de la reacción. Su elección 

dependerá tanto del método elegido para iniciar la polimerización, es decir, mediante 

radiación ultravioleta o iniciación térmica, como de la temperatura a la que se lleve a cabo si 

dicha iniciación se lleva a cabo por acción del calor.  

 Entre los parámetros a optimizar se encuentran la concentración de iniciador 

(normalmente suele estar entre 1-2% en peso del total de los monómeros), la temperatura y el 

tiempo de formación del polímero. La temperatura será función de la estabilidad térmica del 

iniciador que debe fragmentarse para que dé lugar la polimerización [156].  
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 Se suele emplear el AIBN, ya que permite que la reacción se desarrolle rápidamente, 

llevándose a cabo tanto por la acción de radiación ultravioleta, como por el calor en 

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

3.4. MÉTODOS DE POLIMERIZACIÓN 

 Dependiendo de la metodología que se emplee en la formación del polímero se 

obtendrán distintas morfologías que dependerán de la aplicación a la que vaya destinado el 

polímero. 

3.4.1. Polimerización en bloque 

 El proceso de polimerización más ampliamente utilizado es la polimerización en 

bloque. Fue el primer método que se empleó [173, 174]. Sigue un procedimiento muy sencillo 

basado en la polimerización radicálica de una disolución concentrada de monómeros en el cual 

todos los componentes se mezclan dando como resultado un monolito (bloque) de polímero 

de forma idéntica al recipiente empleado en el que se ha llevado a cabo la polimerización. 

Concluido el proceso, el recipiente se rompe para recuperar el analito. Posteriormente, es 

necesario triturarlo y tamizarlo hasta obtener el tamaño deseado dando como resultado 

partículas amorfas. El analito plantilla se elimina posteriormente, liberando las cavidades 

responsables del reconocimiento selectivo del analito. Por ejemplo, tamaños de partícula 

empleados para cromatografía suelen ser de 25-38 m y para la extracción en fase sólida se 

suele emplear un tamaño de entre 50-200 m [175]. 

 Es el tipo de polimerización más sencillo y más barato, sin embargo, presenta varios 

inconvenientes [176] tales como la necesidad de triturar y tamizar el polímero obtenido, lo que 

hace que las partículas creadas no sean homogéneas ni en tamaño ni en forma, con la 

consiguiente manipulación y pérdida de rendimiento al destruir parte de los sitios de 

reconocimiento molecular. Además, una parte de los sitios específicos generados se destruyen 



                                                                                                 POLÍMEROS DE IMPRESIÓN MOLECULAR 
 

 
77 

 

en el proceso de trituración. La irregularidad de las partículas también es un inconveniente ya 

que disminuye la capacidad de carga, haciendo que la distribución de los sitios sea muy 

heterogénea. 

 Todo ello hace que, tras el proceso completo, la cantidad de polímero que puede ser 

usado con fines analíticos se reduzca considerablemente respecto al producto inicial, lo que 

conlleva una pérdida importante de la capacidad de carga del polímero. Las partículas 

obtenidas mediante el proceso de polimerización en bloque resultan apropiadas para SPE 

habiéndose empleado en multitud de procesos [177-179]. Además, tras varios tratamientos, 

pueden ser empaquetadas en una columna cromatográfica.  

3.4.2. Polimerización por precipitación 

 En este caso, se trabaja en exceso de disolvente, por lo que las cadenas poliméricas no 

ocupan el volumen del disolvente, encontrándose la mezcla de reactivos mucho más diluida 

[180]. Se añade al procedimiento agitación durante el proceso de polimerización, 

obteniéndose partículas más pequeñas, tanto menores cuanto menor sea la velocidad de 

agitación. Esta dispersión da como resultado la creación de partículas esféricas individuales en 

el seno del polímero. La rigidez y entrecruzamiento de las partículas formadas es suficiente 

para la formación del polímero [181]. 

 Con este tipo de polimerización lo que se obtienen, por tanto, son partículas 

independientes, esféricas y mucho más homogéneas, con mayor capacidad y mejor 

distribución de los sitios de unión que las conseguidas por la anterior técnica. Se elimina 

además la etapa de trituración y tamizado del polímero con lo que las pérdidas y manipulación 

del polímero se minimizan en esta etapa mejorando el rendimiento de polimerización [182]. 

Como principal desventaja figura el tamaño de partícula, ya que mediante este proceso el 

tamaño es del orden de 1-3 m, lo que provoca sobrepresión cuando se emplean como fase 
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estacionaria. Otro inconveniente es establecer unas reglas generales que permitan la 

obtención de partículas con un tamaño concreto. 

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

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

3.4.3. Polimerización en suspensión 

 En este caso se combinan dos fases, una orgánica hidrofóbica, en la que suele 

emplearse líquidos perfluorados con la mezcla de polimerización, y otra fase dispersante 

orgánica inmiscible con la anterior. Se emplean líquidos perfluorados porque la fase acuosa 

puede impedir la interacción entre el analito y el monómero. La mezcla se agita, polimerizando 

en forma de gotas en suspensión que son estabilizadas por agentes surfactantes [185]. Estos 

serán los encargados de controlar el tamaño de partícula junto con la agitación, lo cual es una 

ventaja respecto al anterior [186]. Es un método rápido aunque se encarece con el uso de los 

compuestos perfluorados [187]. 

3.4.4. Polimerización en dos etapas 

 Técnica propuesta inicialmente por Hosoya et al en 1994 [188]. Para este tipo de 

polimerización se sintetizan partículas esféricas de látex en medio acuoso que posteriormente 

se hinchan al formar microemulsiones tras adicionar un agente plastificante. Estas partículas se 

impregnan con la mezcla de prepolimerización de tal forma que en su superficie se forme una 

capa de polímero. Es un método más complejo, no indicado en la síntesis no covalente. 

3.4.5. Técnicas de injerto 

 En esta técnica se emplean partículas [189] o membranas [190] como soporte de 

polimerización. La polimerización se pueden llevar a cabo bien sobre una superficie 

inmovilizada donde se encuentra el polímero junto con la mezcla de polimerización 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 polimerización, al permitir que estos polímeros funcionalizados puedan 

aplicarse a un mayor número de analitos. 

3.5. PRINCIPALES APLICACIONES DE LOS MIP 

 Debido a su elevada estabilidad mecánica y térmica y a sus propiedades de 

reconocimiento molecular, los MIP pueden ser empleados en una amplia variedad de 

aplicaciones [192]. 

 Entre las más importantes destacan su uso como adsorbentes selectivos en procesos 

de extracción en fase sólida (SPE) [193], como fase estacionaria en cromatografía (HPLC) [194], 

como fases estacionarias de columnas capilares en electrocromatografía capilar (EC) [195] o 

como reconocimiento selectivo de sensores [196]. 

3.5.1. Preparación de muestra 

 La tendencia actual dentro de la preparación de muestra pasa por una etapa de 

creciente interés por la miniaturización, facilidad en las operaciones, automatización y 

búsqueda del menor consumo de disolventes posible. Técnicas como la SPE, SPME o la 

extracción con barras agitadoras permiten mejoras en la preparación 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 preparación de muestra, 

debido a su alta selectividad y habilidad para preconcentrar analitos en muestras complejas. 

En este sentido, la aplicación que ha adquirido mayor importancia es la extracción en fase 

sólida o SPE. 
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Extracción en fase sólida (SPE) 

 Los MIP pueden ser empleados como nuevos materiales adsorbente selectivos para 

procesos de extracción en fase sólida. Comparados con los adsorbentes tradicionales, no sólo 

concentran, sino que aíslan 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 

más efectivos que se han empleado para el tratamiento de numerosos analitos en alimentos, 

pesticidas, agua, fluidos biológicos, drogas, muestras medioambientes o medicamentos [142, 

197-202]. 

 El empleo de MIP como adsorbente selectivo en SPE o MISPE (Extracción en fase sólida 

basada en polímeros de impresión molecular), fue iniciado en 1994 por Sellergen para el 

análisis de pentamidina en orina [203]. MISPE es la técnica más importante a la que puede 

acoplarse el uso de los MIP. Algunas compañías comercializan cartuchos empaquetados con 

polímeros impresos para la determinación de diferentes analitos en distintas muestras. Así 

mismo, hay numerosas investigaciones publicadas que describen la síntesis y el empleo de MIP 

para SPE [135, 199, 204, 205]. Esta surge de la necesidad analítica de análisis más rápidos, con 

métodos simples de preparación donde la extracción, concentración 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 extracción en fase 

sólida (SPE), donde posteriormente se retiene el analito de interés percolando un volumen 

conocido a través de un adsorbente sólido (en un cartucho, columna o disco), bajo condiciones 

cuidadosamente controladas que favorecen la absorción preferencial del analito sobre los 

componentes de la matriz. El analito es recuperado del adsorbente, extrayéndolo en un 

pequeño 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 analíticas. 

 Dependiendo de cómo se lleve a cabo la extracción en fase sólida combinada con el 

uso de MIP (MISPE), se pueden distinguir:  

 MISPE on line: los sistemas de detección tales como el GC, HPLC, o de diodos en serie 

(DAD), se acoplan al MISPE consiguiendo automatizar los procesos. Esta metodología fue 

introducida por primera vez por Masqué et al en el año 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 bibliografía con este protocolo debido a la dificultad para combinar la 

fase móvil requerida para llevar a cabo la separación analítica con el disolvente adecuado para 

eluir los analitos retenidos. Con este método se reduce la manipulación de la muestra, 

minimizando las pérdidas y contaminación del analito, pudiéndose mejorar los límites de 

detección y reproducibilidad del método [137]. 

 En el modo off line, una pequeña cantidad de polímero es empaquetada dentro de un 

cartucho de polietileno entre dos fritas para evitar pérdidas. A continuación se acondiciona el 

cartucho y se lleva a cabo la carga de la muestra cuyo analito quedará 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 elución de los analitos en aquellos disolventes que permitan una recuperación 

cuantitativa del analito. Recogido el eluato junto con el analito ya extraído, puede llevarse a 

cabo su determinación analítica, 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 concentración, nivel traza, o bien cuando la matriz es compleja, 

aportando con ello una gran selectividad.  
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Microextracción en fase sólida (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 sílice fundida. Los analitos son desorbidos térmicamente en el puerto de 

inyección de un GC o llevando a cabo la elución de los analitos en el disolvente adecuado para 

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

 La fibra de la que está constituida la fase estacionaria no es selectiva, por lo que en el 

proceso de extracción se puede dar una falta de selectividad. Es por ello que la combinación 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 

determinación selectiva de propanolol en muestras de suero [208]. Su mayor ventaja es la 

miniaturización y automatización del proceso, ya que se integra en un solo paso la extracción, 

concentración e inyección de la muestra. El volumen de adsorbente es mucho más pequeño 

que el empleado en SPE.  

 Entre sus inconvenientes se destacan la complejidad de la instrumentación y la 

necesidad de compatibilizar el disolvente necesario para la desorción y la fase móvil empleada 

en la separación. 

Barras de agitación magnética (SBSE) 

 La polimerización se lleva a cabo sobre unas barras de agitación magnética. Está 

basado en el reparto de los analitos entre la muestra en estado líquido y una fase estacionaria 

que recubre dicha barra. Estas barras comercialmente suelen estar cubiertas de 

polidimetilsilosano (PDMS) restringiendo el rango de aplicación a compuestos hidrofóbicos 

debido al carácter apolar del PDMS. Para mejorar la selectividad de estas barras agitadoras se 

han desarrollado MIP en forma de película que recubren dichas barras. De esta forma se 
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aumenta la selectividad además de presentar un rápido equilibrio de adsorción debido a la 

naturaleza porosa del MIP [209]. 

MIP en perlas magnéticas 

 Este proceso de síntesis 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 

polimerización fue muy corto comparado con las otras técnicas ya que se llevó a cabo 

mediante microondas y permitió la síntesis de polímeros con capacidad de reconocimiento 

molecular, capaces de ser eliminados de la disolución mediante la aplicación de un campo 

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

Dispersión de la matriz en fase sólida (MSPD)  

 La MSPD se basa en la completa disrupción de la muestra que permite a los 

componentes dispersarse dentro del adsorbente sólido. La muestra es dispuesta en un 

mortero y se disgrega con el sorbente hasta la completa disrupción y dispersión 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 combinación de membranas líquidas con MIP fue propuesta por primera vez por 

Chimuka et al para la extracción del 17 -estradiol en muestras acuosas [214]. Los compuestos 

fueron extraídos a través de una membrana porosa hidrofóbica unidos a partículas de MIP. Los 

MIP fueron preparados por polimerización 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 está compuesto por la fase 

orgánica aceptora, a la que se añade una pequeña cantidad de partículas de MIP. Los analitos 

unidos a la matriz de la muestra son extraídos desde la fase acuosa a la fase orgánica y de ésta 

a los sitios de unión del MIP. El MIP es entonces separado de la fase orgánica por filtración y 

los analitos son liberados posteriormente con el eluyente adecuado. 

3.5.2. Fase selectiva en técnicas de separación 

Cromatografía líquida de alta eficacia (HPLC) 

 Dentro de la Química Analítica, las técnicas cromatográficas de separación son las que 

probablemente se han visto más beneficiadas con el advenimiento de la tecnología de 

impresión molecular. La capacidad de reconocimiento de las columnas cromatográficas se ve 

enormemente potenciada, basada en la retención del analito cuando atraviesa el polímero, 

permitiendo su separación, aunque pueda presentar bastantes limitaciones debido al carácter 

heterogéneo de las cavidades y al proceso de transferencia de masa y como consecuencia, 

hacer ensanchar los picos cromatográficos. Estos problemas surgían principalmente de la 

síntesis en bloque, por lo que se adoptaron distintas estrategias que permitieron minimizar 

dichos inconvenientes. De esta forma se han podido determinar de una manera rápida y 

sencilla carbohidratos, aminoácidos, péptidos, proteínas, drogas, fármacos, o pesticidas [215-

219]. La combinación de la impresión molecular con la HPLC ha resultado tan eficaz, que se 

han descrito trabajos que permiten la separación de enantiómeros en mezclas racémicas, 

utilizando como fase estacionaria un polímero impreso con uno de los enantiómeros puros. 

[194, 220]. 

Electrocromatografía capilar (EC) 

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

la selectividad del reconocimiento de los MIP. El relleno de la columna es sencillo, rápido y 
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económico y puede llevarse a cabo bien sintetizando el polímero y rellenando la columna 

posteriormente, o bien realizar la síntesis del polímero en el interior de la propia columna.  

 El primer método es el más habitual, sintetizando el polímero mediante cualquiera de 

las metodologías anteriormente descritas. Una vez formado el polímero, la columna se rellena 

manteniendo el polímero retenido mediante fritas [221]. 

 La preparación 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 polímero presente 

en el interior de la misma.  

 Con esta técnica se puede controlar el tamaño de partícula, su porosidad y el tipo de 

interacción con el analito, sin embargo, el empleo de fritas puede ser un inconveniente por la 

formación de burbujas que interrumpen la transmisión de campo eléctrico con el consiguiente 

ensanchamiento de los picos. Para evitar esto, se ha propuesto la formación de monolitos 

dentro del capilar que eliminarían las fritas que retendrían al polímero dentro del capilar [171].  

 El empleo de los MIP en electrocromatografía capilar proporciona separaciones 

eficaces y selectivas aunque el principal inconveniente es la necesidad de un flujo 

electroosmótico que impulse la fase móvil a través del capilar sin que perjudique la interacción 

entre el analito plantilla y los sitios de unión del polímero. Esto es debido a la incompatibilidad 

entre el medio necesario para favorecer la interacción analito-MIP, generalmente un 

disolvente polar, mientras que el flujo electroosmótico necesita un medio acuoso o disolución 

acuosa salina, por lo que este proceso ha de optimizarse para no perjudicar dicha interacción.  
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 Se ha empleado en separaciones racémicas, aminoácidos, 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 rápidamente a los cambios de concentración 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 fácilmente adaptables a diferentes sistemas 

de transducción. En los últimos años 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, fármacos, aminoácido 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 láminas delgadas o capas, ya 

que esta configuración es la más útil en este tipo de aplicaciones, principalmente debido a sus 

rápidos tiempos de respuesta y sencillez de uso. 

 Por tanto, la técnica de impresión molecular se ha establecido recientemente como 

una alternativa prometedora a la nueva síntesis de materiales, empleándose en diferentes 

aplicaciones químicas, con características atractivas como su bajo coste, versatilidad, 

resistencia, alta selectividad y sencillez de preparación. Las aplicaciones de los MIP se han 

orientado fundamentalmente a la rama analítica de la química, donde su empleo como 

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

3.5.4. Aplicaciones en HAPs y sus metabolitos 

 En el caso de los HAPs sólo unos pocos artículos se han dedicado a estos compuestos 

con esta metodología. Dickert et al en el año 2000, sintetizaron capas de MIP para HAPs que 
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utilizaron como sensores químicos para muestras de agua y aceite de motor [228, 230, 231]. 

En estos casos se empleaba poliuretano como matriz polimérica sin emplear monómeros 

funcionales.  

 En 2004 Lai et al [232] sintetizaron un polímero en bloque y en microesferas en 

suspensión para SPE–HPLC empleando B[a]Pyr como plantilla para diferentes monómeros 

funcionales y entrecruzantes [232]. Como consecuencia del estudio, se observó que la 

polaridad de ambos componentes influía en la afinidad de la retención en la columna, 

principalmente el entrecruzante. Dicha afinidad del polímero formado se incrementaba 

cuando descendía la polaridad de los monómeros y el entrecruzante. Las interacciones 

hidrofóbicas y los interaciones  entre el analito y la columna jugaban un papel importante 

en los procesos de retención. Las muestras empleadas fueron agua y café instantáneo a niveles 

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

 Debido al carácter carcinogénico del B[a]Pyr, otros autores optaron por desarrollar 

MIP capaces de determinar distintos HAPs sin la manipulación 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 formación del MIP estaba basada en el carácter hidrofóbico y los enlaces 

 entre el monómero funcional y la plantilla.  

 Para los derivados hidroxilados de los HAPs apenas se encuentran artículos publicados. 

En el año 2001 Kirsch et al [234] sintetizaron un MIP como sensor electroquímico para un 

electrodo de carbono usando como plantilla el 1OHPyr. El MIP fue preparado usando 

divinilbenzeno y estireno como monómeros y MeOH como porógeno. 



POLIMEROS DE IMPRESIÓN MOLECULAR    

 
88 

 

Más recientemente, en el año 2013, se publicó un trabajo para los derivados hidroxilados 2-

naftol, 2-hidroxifluoreno, 9-fenantrol y 1OHPyr en muestras de suelo empleando un MIP como 

material adsorbente para SPE [235].  

 La síntesis de MIP para la detección de los HAPs parece una buena opción para 

determinar estos analitos. Al emplear estos materiales como adsorbentes, se minimiza el 

contacto con los mismos, permitiendo mayor grado de seguridad en su manipulación, factor 

de gran importancia debido a su carácter carcinogénico. Visto el escaso número de artículos 

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. MÉTODOS DE ANÁLISIS DE LOS HIDROCARBUROS AROMÁTICOS 

POLICÍCLICOS Y SUS BIOMARCADORES 

 El análisis de cualquier compuesto tiene dos etapas fundamentales de similar 

importancia. Por un lado el tratamiento de muestra y por otro el análisis instrumental. La 

preparación de muestra en un análisis es un proceso fundamental que incluye una serie de 

etapas previas cuya finalidad es hacer que el analito sea accesible al proceso de medida 

química. Los HAPs y sus biomarcadores suelen encontrarse en matrices complejas en muy 

bajas concentraciones, por lo que para aumentar la sensibilidad del análisis será 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 pequeños volúmenes a tratar, siendo esencial un tratamiento eficiente de la 

muestra para conseguir resultados fiables. 

 A pesar de los grandes avances producidos en la última década en lo que respecta al 

análisis químico, la preparación de la muestra continúa siendo una etapa larga y crítica en el 

estudio de los contaminantes orgánicos, ya que en pocas ocasiones las muestras pueden ser 

analizadas directamente, constituyendo la mayor fuente de error en los procesos analíticos 

[236, 237]. 

 La Figura 4.1 muestra el error relativo de cada etapa en un procedimiento analítico. La 

preparación de muestra representa el 61% del total de los errores, por lo que será importante 

controlar este paso que incluye tanto la extracción como la purificación, siendo la extracción 

del analito la etapa limitante [238]. 
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          Figura 4.1. Error relativo en las diferentes etapas del procedimiento analítico  

 

 Es complicado estandarizar la preparación de muestra que estará condicionada por el 

número de muestras, analitos y por la complejidad de las matrices. La elección de una técnica 

va a ser por tanto, el resultado de un compromiso entre la eficiencia de la reproducibilidad de 

la extracción, facilidad del proceso, la consideración del coste, el tiempo, la posibilidad de 

automatización y la seguridad.  

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

de muestras serían [236-238]:  

1. Simplicidad en las operaciones para no añadir más errores a la etapa, con cortos tiempos de 

extracción, ya que como se ha dicho, la preparación de muestra conlleva una gran parte del 

análisis. 

2. Se debe de buscar la máxima selectividad mejorando la cuantificación e identificación del 

analito, con el mínimo número de interferentes de la matriz después de ésta etapa. 

3. El equilibrio debe estar basado en la extracción no exhaustiva, permitiendo múltiples 

extracciones de la misma muestra. 
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4. Los volúmenes empleados deben ser mínimos, 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 versátil, con capacidad para poder ser analizado 

con diferente instrumentación analítica, automatizable, portable y preferentemente de 

muestras no invasivas.  

 En cuanto a la instrumentación analítica, habrá que tener en cuenta las propiedades 

físico-químicas de la muestra para poder relacionar la señal obtenida por el instrumental con la 

naturaleza y la concentración del analito. 

 La mayoría de las técnicas instrumentales se pueden englobar en una de estas tres 

áreas principales, espectroscopía, electroquímica y cromatografía. La medida se realiza sobre 

una variable de carácter físico o físico-químico, después de haber sometido a la muestra de 

interés a una interacción con algún tipo de energía (métodos ópticos, electroquímicos, 

térmicos...) 

 En los métodos ópticos espectroscópicos se mide la radiación electromagnética 

emitida por la materia o que interacciona con ella. Miden espectros y dependiendo del tipo de 

interacción pueden clasificarse en técnicas de absorción como la espectroscopía ultravioleta-

visible (UV-Vis), infrarroja (IR) o de absorción atómica (AA), técnicas de emisión (atómica, de 

fluorescencia), técnicas de dispersión y aunque no es propiamente una técnica de este tipo, la 

espectrometría de masas. En este último caso no interviene la radiación electromagnética, sino 

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

 En los métodos electroquímicos la medida está basada en las propiedades eléctricas de 

una disolución de analito cuando forma parte de una célula electroquímica. 
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 Los métodos de separación, donde se engloba la cromatografía, 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 interacción durante el movimiento de los componentes 

de una mezcla arrastrados por la fase móvil a lo largo de la fase estacionaria (elución), 

produciéndose la separación debido a las diferencias en las constantes de distribución 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 más versátiles en los diferentes análisis. Un ejemplo de ellos sería la CG-MS, o la 

HPLC-FD como en el caso de esta memoria. 

4.1 PREPARACIÓN DE MUESTRAS 

 La preparación de la muestra es una etapa complicada y crucial dentro del 

procedimiento analítico. 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 

aparición de nuevas técnicas y estrategias que han contribuido a disminuir estos 

inconvenientes, mejorando los tiempos, disminuyendo la manipulación de los extractos o 

disminuyendo los volúmenes empleados tanto de muestra como de disolventes, muchas veces 

perjudiciales tanto para el operario como para el medio ambiente. La etapa de preparación de 

muestra está por tanto en continua evolución, ya que es la causa más 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 modificación de las ya existentes.  

 Se ha conseguido con ello preparaciones de muestra más rápidas, más 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 concentración pueden acarrear, la preparación de 

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

 En este apartado se van a recoger diferentes métodos de preparación de muestra 

utilizados para el análisis de HAPs y sus metabolitos de una forma diferenciada en base a la 

naturaleza de la muestra, pormenorizando posteriormente, en aquellas metodologías que han 

sido relevantes en esta memoria.  

Métodos de preparación en muestras líquidas 

 Aunque los HAPs tienen un marcado carácter hidrofóbico, estos contaminantes están 

presentes en medio acuoso debido a su adsorción 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 subterráneas como superficiales, así como en otros medios 

acuosos. La determinación 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 

cuantificación de rutina de estos niveles, establecidos por las distintas organizaciones, requiere 

del desarrollo de métodos analíticos que proporcionen extracciones muy eficientes y que 

permitan su determinación de manera simple, rápida y con bajo coste [78].  

 Dentro de las técnicas tradicionales, la extracción líquido-líquido (LLE) es una técnica 

habitualmente empleada en muestras acuosas. Está basada en la transferencia de los analitos 

desde la muestra hacia un disolvente inmiscible en agua. Debido al carácter hidrofóbico de los 

HAPs, éstos pueden ser extraídos de su matriz con un disolvente apolar, como pueden ser el 

hexano o el diclorometano [241, 242]. Este último disolvente es el que se emplea en los 

métodos oficiales de la EPA, concretamente el 550 para la determinación de HAPs en aguas 
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destinadas al consumo humano y el 610, para la determinación de estos compuestos en aguas 

residuales. [243, 244]. Esta técnica ha sido empleada en diferentes muestras de agua 

provenientes de ríos, 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 extracción en fase sólida o SPE, es otra técnica de preparación de muestra basada 

en la retención 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 elución se pueden conseguir extracciones muy selectivas.  

 Esta técnica se ha empleado en la extracción 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 polímeros de 

impresión 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 extracción de HAPs en 

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

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

LLE, además pueden ser automatizables.  

 De esta forma, la miniaturización se ha convertido en una tendencia actual ya que 

mejora y minimiza errores frente a las técnicas tradicionales. Aparecen, por tanto, las técnicas 

de microextracción. Presentan entre sus características fundamentales el ser rápidas, sencillas, 

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

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

 En la determinación de HAPs se han empleado técnicas de microextracción, como 

pueden ser la microextracción en fase sólida (SPME), la extracción con barras agitadoras 

(SBSE), microextracción en fase líquida (LPME) o la microextracción en gota suspendida 

(SDME). 

 En la SDME la fase extractante es una microgota de disolvente orgánico suspendida del 

extremo de una microjeringa y expuesta a la muestra. Después del período de extracción, la 

gota se retrae hacia la microjeringa inyectándose en el sistema [256]. Es una técnica sencilla, 

rápida 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 extraído, por 

ejemplo, HAPs en aguas [257, 258].  

 Otro ejemplo sería la microextracción líquido-líquido dispersiva (DLLME). Fue 

introducida en 2006 para la determinación de compuestos orgánicos 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 formación 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 área superficial entre el disolvente de extracción y la muestra es 

elevada, el equilibrio se alcanza rápidamente extrayendo así los analitos. Al proceso le sigue 

una centrifugación para obtener una fase sedimentada. De esta forma los analitos han 

quedado concentrados y extraídos en el disolvente de extracción. 

 En la extracción con disolventes asistida por membranas se utilizan membranas 

hidrofóbicas no porosas. Los analitos orgánicos presentes en muestras acuosas difunden a 
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través de la membrana concentrándose en el volumen de disolvente orgánico [261]. Esta 

técnica es muy adecuada en muestras complejas con un alto contenido de materia orgánica. 

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

 La microextracion en fase sólida (SPME) se basa en la extracción de los analitos de la 

matriz de la muestra mediante una fibra de sílice fundida que está recubierta de un sorbente, 

en la mayoría de los casos polimérico, seguida de la desorción de los analitos mediante 

temperatura o un disolvente orgánico. El pequeño diámetro de la fibra y su geometría 

cilíndrica permiten incorporarla en una jeringa de forma que facilita su manipulación y 

protección cuando la fibra no se utiliza [264]. La extracción se ve afectada por el recubrimiento 

polimérico, la temperatura, el tiempo de extracción, el efecto salino, el pH, el volumen de la 

muestra, la agitación y derivatización. Es un método con grandes posibilidades de portabilidad 

y automatización, simple y que puede ser acoplado fácilmente con instrumentación analítica. 

 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 extracción de 

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

 Otra técnica que se emplea es la extracción con barras agitadoras que consisten en 

unas barras recubiertas de un polímero. El proceso de extracción está basado en el equilibrio 

polímero-agua en dos etapas, extracción y desorción. 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 extracción viene la etapa de desorción térmica o líquida. 

Este tipo de técnica se ha empleado para la extracción de HAPs en diferentes muestras de 

agua o hielo [269, 270] o con el biomarcador 1OHPyr en orina [271, 272]. 
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Métodos de preparación de muestras sólidas 

 Entre los métodos de extracción que se emplean para muestras sólidas destacan: 

 La extracción Soxhlet es la técnica clásica de extracción en muestras sólidas. La 

principal desventaja que presenta esta técnica es el elevado consumo de disolvente y el 

tiempo requerido para el análisis que suele llegar a ser de entre 8 y 48 horas [273]. Esta técnica 

se ha empleado para la extracción de HAPs, por ejemplo, en suelos, lodo, sedimento, pescado, 

y alimentos [274-276]. 

 La extracción asistida por ultrasonidos (USE) es otra técnica tradicional. Son ondas 

sonoras con una frecuencia de vibración de entre 16 kHz a 1GHz que generan en el medio una 

cavitación acústica, es decir la formación de burbujas y su posterior implosión. Esto hace que 

se generen microgradientes de elevada presión y temperatura durante cortos intervalos de 

tiempo. El efecto mecánico de los ultrasonidos favorece la penetración del disolvente en el 

sólido, 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 biológico [277-279]. De igual forma, esta técnica se ha empleado en 

muestras de aire para compuestos hidroxilados como el 1OHPyr o el 2OHPhe [280]. 

 La extracción con fluidos supercríticos (SFE) emplea para la extracción fluidos 

supercríticos los cuales presentan propiedades intermedias entre un gas y un líquido, lo que 

favorece su penetración en las distintas matrices. Se puede variar la densidad de los mismos 

variando la presión y la temperatura, por lo que las extracciones pueden ser muy selectivas. 

[281]. El fluido se bombea a una presión superior a su punto crítico a través de la muestra. La 

temperatura de ésta aumenta hasta superar dicho valor crítico. Después de la 

despresurización, los analitos se recogen en un pequeño volumen de disolvente o en un 

adsorbente. Entre sus principales ventajas se pueden citar las siguientes: pequeños volúmenes 

de muestra y disolvente, reducido tiempo de análisis, procesos fácilmente 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 1OHPyr en muestras de agua y sedimento [288]. 

 La extracción asistida por microondas (MAE) es una técnica que constituye una 

herramienta poderosa que permite extracciones rápidas y eficientes en matrices que tienen 

una gran complejidad. Entre sus ventajas se pueden citar la de realizar extracciones 

simultáneas, permitiendo la reducción del tiempo de extracción y el consumo de disolvente. Se 

basa en el uso de la energía 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 

últimos años. En 1994 López-Avila et al presentaron la primera publicación donde se aplicaba 

esta técnica para la extracción 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 

disminución del tiempo de extracción y una reducción del volumen de disolvente. Su mayor 

limitación es que el disolvente ha de separarse físicamente de la matriz, mediante filtrado o 

decantación después de la extracción. Otras matrices en las que se ha empleado esta técnica 

para la extracción 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 1OHPyr 

[235, 292], por citar algunos. 

 La extracción con líquidos presurizados (PLE) combina la extracción con disolventes a 

alta temperatura y presión, lo que conduce a procesos más rápidos, empleando para ello 

volúmenes menores. Es una técnica altamente automatizada, a tener en cuenta en análisis de 

rutina [293]. 

 Para la extracción 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 mejillón [295] o en suelos [296]. 
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 Esta técnica es útil en análisis 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 preparación. 

 La dispersión de la matriz en fase sólida (MSPD) fue introducida por Barker et al en 

1989 [297]. Está basada en la disrupción de la muestra y la extracción de los analitos de 

matrices sólidas o semisólidas. A la vez que se produce la disrupción de la muestra se genera 

un material que posee un carácter cromatográfico único, lo que permite la separación 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 extracción y limpieza a un único 

paso [211]. Entre las matrices empleadas para la extracción 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 características físico químicas, los HAPs pueden ser determinados con un 

gran número de técnicas instrumentales. Al ser compuestos que presentan fluorescencia, los 

detectores fluorescentes aportan gran sensibilidad al análisis. La determinación de los HAPs se 

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

 La cromatografía líquida (HPLC) es la técnica de separación más ampliamente utilizada 

en la determinación de HAPs. Esta técnica ofrece una gran versatilidad debida a la posibilidad 

de actuar sobre la selectividad entre los compuestos, modificando las interacciones 

disolución/fase móvil/fase estacionaria, lo que se consigue eligiendo y optimizando la columna 

y la composición de la fase móvil. La HPLC se emplea con un gran número de HAPs y sus 

metabolitos incluso de alto peso molecular, los cuales no pueden ser analizados mediante GC.  
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 La detección UV y FD son las más utilizadas para la determinación de estos compuestos 

tras su separación mediante HPLC, aunque también se han realizado estudios donde se 

acoplaba HPLC-MS para HAPs y sus metabolitos [75, 302, 303]. Esta técnica cromatográfica 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 espectrofotómetro de diodo array o DAD [305], por 

citar algunas. Por otra parte, los espectros de UV ofrecen información muy útil a la hora de 

confirmar identidades [292, 306]. 

 Sin embargo, el detector de fluorescencia sigue siendo uno de los más utilizados 

debido a que ofrece una gran sensibilidad y selectividad porque muy pocas moléculas 

presentan fluorescencia. Este tipo de detector permite la determinación 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 detección mediante espectrometría de masas (MS) o el tándem MS-MS es más 

selectiva que la FD. Sus resultados son más exactos, permitiendo la identificación de 

compuestos con picos cromatográficos no resueltos. Es una técnica más cara, por lo que la FD 

sigue siendo la más utilizada y disponible en cualquier laboratorio. Mediante ésta técnica se 

han determinado HAPs o sus metabolitos en muestras de gasolinas [309], mejillón [310] o 

aguas [311]. 

 La cromatografía de gases (GC) se emplea habitualmente ya que tiene un elevado 

poder de resolución. La detección se suele llevar a cabo mediante un detector de ionización de 

llama (FID) o masas (MS), la cual aporta una mayor sensibilidad. La retención y separación en 

esta técnica se ve afectada por el tipo y cantidad de disolvente, las condiciones de inyección 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 cromatográfica que permita la separación de todos los HAPs que se encuentran 

en el medio ambiente, por lo que para la cuantificación de estos analitos se emplean múltiples 

columnas, incrementando el coste y tiempo de análisis.  

 El empleo de GC/MS frente al GC/FID para el análisis 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, 

encontrándose límites de detección del orden de los pg/mL. Wang et al [313] estudiaron la 

contaminación 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 más utilizados junto en MS es el detector de impacto 

electrónico con cuadrupolo (EI). Aunque la fragmentación de los HAPs es poca, las señales son 

intensas consiguiéndose bajos límites de detección [314]. Es un método sencillo con un coste 

razonable por lo que su utilización es muy habitual. Se ha empleado en miel para la 

determinación de HAPs [299], en orina para la detección de derivados hidroxilados entre los 

que se encuentra el biomarcador 1OHPyr [267, 268] o en derivados hidroxilados del fluoreno 

[117], por ejemplo. 

 La ionización química negativa y positiva (PCI/NCI) son modos de ionización 

alternativas al anterior. En la ionización química 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 más común es el metano. 

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

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 

ionización química positiva era más 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 ionización, medidas con las que se han llegado a obtener limites de 

detección 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 1OHPyr en orina [319] o el metabolito del pireno 1OH glucósido en tejido marino 

[320]. 

 La cromatografía de gases con detector de ionización de llama (GC-FID) proporciona 

una respuesta proporcional al número de carbonos, por lo que se pueden cuantificar 

compuestos dentro del mismo grupo de isómeros. En muestras medioambiantales se han 

detectado HAPs en partículas 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 más actuales incluyen la TOF/MS (espectrometría de masas/”tiempo 

de vuelo”) que utiliza láser de superficie y espectrometría de masas para analizar mezclas 

complejas. Uno de los aspectos más importantes es que se puede adquirir la masa exacta, la 

información full-scan y los datos cuantitativos de manera muy rápida. Tiene una gran 

resolución respecto al cuadrupolo simple. Se ha empleado para determinar HAPs en muestras 

de té [325], aceites [326] o cenizas [327]. Así mismo, se han podido llevar a cabo estudios de 

biovigilancia para medir la exposición de HAPs en población no fumadora con proximidad a 

una planta de aluminio. En este estudio se analizan tanto HAPs (pireno, naftaleno, criseno, 

fluoranteno, benzo[a]antraceno), como el biomarcador 1OHPyr [328]. 
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 Dentro del estudio de la biovigilancia ha cobrado importancia la GC acoplado a un 

radioisótopo (IRMS). Esto es debido a que con esta técnica pueden determinarse las fuentes 

de emisión de HAPs al medio. La GC está acoplada a un horno de combustión, de modo que la 

composición isotópica del CO2 resultante se analiza continuamente con un MS. La relación 

entre el compuesto a analizar y el isótopo sirve para determinar cuantitativamente las fuentes 

de emisión de los HAPs. Esta técnica se ha empleado en estudios de contaminación tanto 

marinos como terrestres [329, 330]. 

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

para distintos HAPs en distintas matrices. 

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

Método Enfoque Título del documento Ref 

TO-13A 

 

Determinación de HAPs en ambiente 

empleando CG/MS 

“Compendium of Method for de 

Determination of Toxic Organic Compounds in 

Ambient Air” Second Edition 

[331] 

525.2.Rev 2.0 Compuestos orgánicos por extracción L-S y 

columna capilar GC/MS 

Methods for the Determination of Organic 

Compounds in Drinking Water-Supplement III 

[332] 

550, 550.1 HAPs, extracción L-L y HPLC - UV y detección 

FD 

“Methods for the Determination of Organic 

Compounds in Drinking Water-Supplement I” 

[255] 

610 Métodos para el análisis de compuestos 

orgánicos de agua municipal e industrial de 

desecho. HAPs 

Guideline establishing test procedures for the 

analysis of pollutants 

[333] 

8270C Compuestos orgánicos semivolátiles por 

GC/MS 

“Test Methods for evaluating solid waste, 

physical Chemical methods” 

[334] 

8275A Compuestos organicos semivolátiles (HAPs y 

PCBs) en suelos y lodos. Extracción térmica y 

GC/MS 

Test Methods for evaluating solid waste, 

physical Chemical methods” 

[334] 

8100 HAPs (GC) Test Methods for evaluating solid waste, 

physical Chemical methods” 

[334] 

8310 HAPs (HPLC) Test Methods for evaluating solid waste, 

physical Chemical methods” 

[334] 

No 

especificado 

Preparacion de muestra y análisis de 

contaminantes en pescado y tejido de 

pescado 

Guidance for aessing Chemical contaminant 

data for use in fish advisories” 

[335] 
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 El 1OHPyr, como biomarcador principal de exposición de HAPs, ha sido analizado en 

numerosas matrices, por ejemplo, Chahin et al llevaron a cabo un estudio del 1OHPyr en 

rumiantes a los que expusieron a la ingestión de HAPs, midiendo sus metabolitos en orina y 

leche [47]. Con este estudio observaron una muy buena correlación 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 eliminación para este tipo de xenobióticos es la orina. La 

determinación se realizó 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 más empleada para el análisis del 1OHPyr es la orina, debido a que el Pyr al 

metabolizarse se transforma en 1OHPyr. 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 

basándose en que el Pyr es el mayor componente de HAPs en aire, guardando una relación 

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 exposición humana fueron del orden de los ppb (g/L). El 

rango de concentración en orina tanto de trabajadores expuestos como no expuestos suele 

encontrarse entre 0,25-25 g/L. [337]. Otros estudios como los de Wang et al [338] analizaban 

el 1OHPyr junto con otros derivados hidroxilados de los HAPs, obteniendo los mismos ordenes 

de trabajo de concentración en orina. Por lo tanto, la concentración a la que se suele trabajar 

en muestras de orina está situada en el orden de las ppb [107]. Por otra parte, aunque existen 

estudios donde se alcanzan niveles de detección del orden de las ppt (ng/L) [272], las 
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concentraciones en las que se suele encontrar el 1OHPyr 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 más empleadas, HPLC con detección ultravioleta [339], HPLC con detector de masas (MS), 

con detector diodo array o DAD [340, 341], técnicas quimioluminiscentes de ensayos 

enzimáticos [342], cromatografía de gases-masas (GC-MS) [266, 267, 312, 343], GC con 

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

 La Tabla 4.2 recopila algunas referencias bibliográficas tratadas a lo largo de este 

capítulo, resumiendo los tipos de analitos y las diversas técnicas empleadas así como los 

diferentes resultados analíticos obtenidos. 

                        Tabla 4.2. Resumen bibliográfico del análisis de HAPs y sus metabolitos  

Analito matriz Técnica 

Extracción 

Técnica 

detección 

LOD R% RS% Ref 

3OHB[a]pyr Orina SPE HPLC-FC 0,07 pmol/L  3-4 [252] 

Derivados 

hidroxilados 

Orina SPE/SPME CG-MS 0,8-43,5 ng/L   [266] 

Benzo[a]pyr Café y 

agua 

MISPE- HPLC-FD  72,5-

96,5 

 [232] 

Derivados 

hidroxilados 

Orina SPE HPLC-MS 0,002-0,010 

mug/L 

 7-27% [75] 

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

HAPs Suelo SFE HPLC 3,23-9,06 

mg/kg 

95-100%  [283] 

HAPs Carne SFE HPLC 0,2-0.6 

mug/kg 

77-103 <10 [290] 

HAPs Pescado SFE GC/MS 9,5-13,5 

mung/g 

100  [285] 

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 

Extracción 

Técnica 

detección 

LOD R% RS% Ref 

HAPs Café PLC HPLC-DAD 

CG-MS 

0,11-0,18 

mug/kg 

70-106%  [294] 

HAPs Mejillón PLC GC-MS 0,1-0,25 

mug/kg 

70-110 4-14 [295] 

HAPs Agua 

residual 

MSPD 

MAE 

HPLC-FD 0,0001-0,005 

g/g 

76-104 0,07-1,5 [298] 

HAPs Miel MSPD CG/MS 0,04-2,9 

mu/kg/h 

80-101 6-15 [299] 

HAPs y derivados 

del 

benzo[a]pireno 

Algas MSPD HPLC-FD 2-6 pg/mg 40-66 <5 [301] 

HAPs Lodos MAE HPLC-FD 4-62 ng/g 52-110 <10 [292] 

HAPs Pescado y 

aceite 

 HPCL 

GC-MS 

0,3 ppb 75-87 7-13h [316] 

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 Extracción L-L HPLC-FD 1,3-76ng/kg 94 3,5-9,8 [304] 

HAPs Sedimento 

marino 

MAE-SPE HPLC-DAD-

PCI-MS 

100 ng/g 

(ppb) 

47-102 11-13 [305] 

1OHPyr Orina Extracción L-L - HPLC-FD 0,2 g/L 87,32 0,07-

0,88 

[45] 

1OHPyr Orina SPE HPLC-FD 0,02 g/L 99,96 <3 [336] 

1OHPyr Orina SPE HPLC-FD 5 ng/L 99 2-4 [337] 

1OHPyr Orina SPE HPLC-FD 0,044 g/L 62-83 2,3-7,3 [338] 

Derivados 

hidroxilados HAPs 

orina MSPE CG-MS 0,1g/L 98-121 <14 [267] 

1OHPyr 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 Química Analítica hace posible detectar contaminantes en 



 MÉTODOS DE ANÁLISIS DE LOS HIDROCARBUROS AROMÁTICOS POLICÍCLICOS Y SUS 
BIOMARCADORES 
 

 
107 

 

muestras medioambiantales en concentraciones del orden de las ppt. Se observa una 

tendencia actual en el desarrollo de nuevas metodologías basadas en la miniaturización y 

simplificación de protocolos, reduciendo el consumo de disolventes, el tiempo empleado en 

cada análisis, la cantidad de muestra requerida, disminución de costes y disminución también 

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

 Consultando la bibliografía se concluye además, que las dos técnicas analíticas más 

utilizadas para la determinación 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 más rápida, siendo aplicable a la mayoría 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 única en compuestos 

que son difícilmente separables mediante la GC. Entre los detectores utilizados en HPLC, el de 

fluorescencia es el más utilizado ya que aprovecha las características fluorescentes de los 

HAPs. Aunque la detección UV es casi universal para estos compuestos, el FD ofrece una mayor 

sensibilidad y selectividad para la detección 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 próximo. 

 Aun habiendo técnicas que ofrecen detecciones más selectivas, la fluorescencia sigue 

siendo un método sensible y barato para la determinación de estos compuestos, además de 

ser una instrumentación común en cualquier laboratorio de rutina.  
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5. MATERIALES Y MÉTODOS 

5.1. MATERIALES 

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

materiales e instrumentación:  

5.1.1. Reactivos 

 1-hidroxipireno en concentración 10 ng/L en acetonitrilo, Dr Ehrenstofer 

(Alemania) 

 1-hidroxipireno sólido cristalino, Dr Ehrenstofer (Alemania) 

 1-hidroxifenantreno, 2-hidroxifenantreno, 3-hidroxifenantreno y,4-

hidroxifenantreno, todos ellos en concentración 10 ng/L en acetonitrilo, Dr 

Ehrenstofer (Alemania) 

 Ácido metacrílico ydimetilacrilato de etilenglicol, Sigma-Aldrich (España) 

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

 Metanol (MeOH), grado HPLC, Scharlau (España) 

 Acetonitrilo (ACN), grado HPLC, Scharlau (España) 

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

 Sulfato de sodio anhidro, Panreac (España) 

5.1.2. Disoluciones de trabajo  

 Las disoluciones de trabajo se prepararon con el estándar comercial de 1OHPyr en ACN 

en la concentración adecuada. Estas muestras eran preparadas diariamente y conservadas en 

frascos color ámbar para preservarlos de la fotodegradación. 
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 Las muestra de orina fueron recogidas de niños recién nacidos y conservadas a -20 °C 

hasta su análisis. Se ha tenido en cuenta su baja exposición 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 utilización.  

5.1.3. Equipos 

 Sistemas de purificación de agua Milli-Q de Millipore, Ibérica (España) 

 Cromatógrafo de líquidos de alta resolución HPLC 1260 Infinity, Agilent Technologies 

(España), acoplado a un detector, Hewlett Packard 1046 A, (EEUU) controlados a 

través del software Chemstation for LC System (Agilent Technologies)  

 Espectrofluorímetro, Perkin Elmer LS 55 (EEUU) controlado por el software FL WinLab 

Otro equipamiento  

 Balanza de precisión, Mettler AE 200 (España ) 

 Baño ultrasónico, Selecta Ultrasons (España) 

 Centrifugadora angular 6, Selecta (España) 

 Placa calefactora con sistema de agitación, Ovan (España) 

 pHmetro Basic 20, Crison Instruments, (España) 

 Equipamiento para Soxhlet, Scharlau (España) 

 Estufa, Selecta (España) 

 Sistema de vacio para extracción en fase sólida (SPE) dotado de 20 colectores, 

Varian Tecnhologies (EEUU) acoplada a una bomba de vacío, Selecta (España) 

 Horno microondas CEM MARS 5, Vertex Technics (EEUU) 
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 Bomba peristáltica del sistema de análisis por inyección en flujo (FIA), minipuls 2, 

Gilson (EEUU)  

5.1.4. Otro material 

 Columna analítica ZORBAX Eclipse PAH (4,6x150 mm, 3,5 m) con pre-columna 

empaquetada con el mismo material (Salva Eclipse PAH 4,6x12,5 mm 5 m), Agilent 

Technologies (España) 

 Cartucho para SPE de 1mL de capacidad, Agilent Technologies (España) 

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

 Fritas para cartucho SPE de 1mL, ¼”, 20m, Varian (EEUU) 

 Filtros de polipropileno Whatman PPW/GMF con un tamaño de poro de 0,45 m, 

Sigma-Aldrich (España) 

 Malla de Nytal de 25 m de tamaño de poro, Saferr Nytal (EEUU)  

 Vasos Green Chem para la extracción asistida por microondas (MAE), Vertex Technics 

(EEUU) 

 Tubos de teflón para el desarrollo FIA 0.8x1.6 mm, Sigma Aldrich (España) 

 Cubetas de cuarzo Hellma 176.051-QS (Quartz Suprasil ®) 150 μL, Perkin Elmer (EEUU) 

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

5.2. MÉTODOS 

5.2.1. Determinación analítica del 1OHPyr 

 Los procedimientos seguidos en el estudio de las variables experimentales para los 

distintos sistemas y métodos de determinación del 1OHPyr, se describen en detalle en los 

apartados correspondientes. 
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 No obstante, se va a describir a continuación la determinación analítica del 1OHPyr 

que será común en los diferentes apartados de esta Memoria. 

5.2.2. Procedimiento cromatográfico 

 Para determinar las recuperaciones y validar los procedimientos propuestos se 

analizaran las concentraciones del analito en las diferentes etapas mediante cromatografía de 

líquidos con detector de fluorescencia (HPLC-FD).  

 Así, la identificación y cuantificación del 1OHPyr se llevó a cabo empleando un equipo 

HPLC (Agilent Technologies 1260 Infinity) con columna ZORBAX Eclipse PAH (4,6x150 mm, 3.5 

m). Previa a la columna se acopló una pre-columna empaquetada del mismo material para 

salvaguardarla. 

 La elución se llevó a cabo en modo isocrático empleando como fase móvil una mezcla 

MeOH/H2O 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 excitación y emisión (exc/em) fueron 242 y 

388, respectivamente, con una ganancia de 10 para el detector de fluorescencia. En estas 

condiciones se obtenía la elución del analito en un tiempo total de 3,2 minutos (Figura 5.1). La 

muestra se inyectó manualmente empleando un bucle de 20 L. 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 elección y optimización del método cromatográfico tuvo como prioridad la sencillez, 

intentando evitar la utilización de medios salinos, y gradientes. 

 El procedimiento cromatográfico fue optimizado para analizar el 1OHPyr y los 

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

5.2.3. Optimización del método cromatográfico (HPLC-FD) 

 Para la elección del método cromatográfico se realizó una revisión bibliográfica de los 

distintos métodos publicados [46, 47, 54, 99, 101, 102, 105, 108, 120, 338, 341, 345, 347-358]. 

Sobre todo, se priorizó la búsqueda de procedimientos rápidos y sencillos que evitasen los 

medios salinos en la fase móvil [347] y si fuera posible en modo isocrático [357]. Para el 

desarrollo del método se escogió la columna ZORBAX Eclipse, específica para la separación de 

los HAPs a la que se acopló una pre-columna para alargar su vida útil, rellena con el mismo 

material específico. Se trabajó siempre a temperatura ambiente.  

 Las variables optimizadas fueron la longitud de onda de excitación y emisión, la 

composición de la fase móvil, la velocidad de flujo, la temperatura de trabajo y las variables del 

detector.  

 La elección de las distintas longitudes de onda que se probaron se basó en la revisión 

bibliográfica realizada [47, 54, 101, 102, 105, 108, 120, 338, 341, 347, 350, 353, 359, 360]. Las 

longitudes de onda recogidas en estos artículos fueron: exc/em: 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 optimización de la fase móvil se realizó de la misma manera, partiendo de la 

revisión bibliográfica y a un flujo de 1 mL/min. Las principales fases móviles utilizadas 

contenían ACN/H2O o MeOH/H2O 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 utilizó la 

fase móvil compuesta por ACN/H2O 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 determinación el 1OHPyr en estas condiciones.  

 En otros estudios como el de Beach et al [302] se empleaban mezclas de estos tres 

disolventes como fase móvil, MeOH:ACN:H2O, (38:57:5,v/v:v), pero dicha fase móvil, 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 95:2,5:2,5,v/v/v), daban como resultado picos cromatográficos 

cuantificables. 

 Finalmente, se probó la composición MeOH/H2O en distintas proporciones crecientes 

de H2O. 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 observó, en coherencia con la naturaleza del analito, que el 

incremento de agua en la fase móvil hacía retrasar la aparición de los picos.  

 Se consideró óptima la composición de fase móvil formada por MeOH/H2O 88:12,v/v, 

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

 El siguiente paso fue ajustar la velocidad de flujo para mejorar la resolución. Valores 

por debajo de 1 mL/min daban señales o picos anchos y mal definidos (velocidades de 0,5 ó 0,8 

mL/min), velocidades superiores daban tiempos de retención muy cortos dificultando la 
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medida con el pico de inyección (velocidades de 1,2 ó 1,4 mL/min). Se optó por el valor de flujo 

de 1 mL/min al dar una buena resolución y definición de pico para 1OHPyr. En estas 

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

 Por último, se optimizaron las variables del detector de fluorescencia modificando el 

grado de ganancia del detector para aumentar la señal respecto al ruido. Las ganancias 

probadas fueron 5, 8, 10 y 12, observándose que la mejor resolución se obtenía con una 

ganancia del instrumental de 10. 

 Una vez obtenidas las condiciones cromatográficas óptimas de análisis se procedió a 

preparar distintas curvas de calibrado para el 1OHPyr en un intervalo entre 0,15 y 2,0 g/L 

siendo estudiada la linealidad de tres curvas de calibrado en disolución orgánica (ACN), (Figura 

5.2).  

 Para las muestras sintéticas, la media de la ecuación de la recta fue y=20,492 x + 9,705 

presentando una buena linealidad con un coeficiente de correlación medio de 0,9705. El límite 

de detección (LOD) y cuantificación (LOQ) obtenidos fueron 0,11 y 0,17 g/L, respectivamente 

calculados según recomendación de Miller et al [361] como aquella concentración de analito 

que produce una señal igual a la media de las señales del blanco más 3 (LOD) ó 10 (LOQ) veces 

la desviación estándar 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 1OHPyr para muestras sintéticas 

 De igual forma se prepararon curvas de calibrado utilizando muestras de orina 

dopadas con disolución estándar de 1OHPyr en el mismo intervalo de concentraciones. Previo 

a su inyección en el cromatógrafo, la muestra fue filtrada empleando un filtro Whatman de un 

tamaño de poro de 0,45 m.  

 

                                   Figura 5.3. Recta de calibrado del 1OHPyr 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 correlación medio de 0,9979. El límite de detección 
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(LOD) y cuantificación (LOQ) fueron calculados siguiendo el mismo procedimiento que el 

empleado para las muestras sintéticas, siendo éstos 0,05 y 0,17 g/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. SíNTESIS Y CARACTERIZACIÓN DE POLÍMEROS DE IMPRESIÓN 

MOLECULAR 

6.1. INTRODUCCIÓN 

 Los polímeros de impresión molecular (MIP) suponen un nuevo enfoque en la 

preparación de materiales funcionales. Estos polímeros van a ser desarrollados mediante 

técnicas reproducibles a través de una síntesis no covalente pero siguiendo distintas 

estrategias de polimerización, dando como resultado polímeros de características distintas 

cuyo comportamiento será evaluado respecto al analito plantilla.  

 Basándonos en la bibliografía y en experiencias anteriores, los componentes elegidos 

para la síntesis de polímeros en los que el 1OHPyr es la plantilla, fueron; MAA como 

monómero funcional, EGDMA como entrecruzante, AIBN como iniciador de la polimerización y 

ACN como disolvente. El polímero se sintetizó en este medio para favorecer las interacciones 

electrostáticas y los puentes de hidrógeno entre la plantilla y el monómero funcional [232]. 

Para la elección de estos componentes y sus proporciones se partió 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 METODOLOGÍA 

 La síntesis de los polímeros se ha llevado a cabo empleando dos estrategias diferentes 

de polimerización, la polimerización en bloque y la polimerización por precipitación. Se 

describen a continuación cómo se realizaron dichos procedimientos. 

6.2.1. Síntesis de polímeros de impresión molecular en bloque (MIPbloque) 

 Para la síntesis de los polímeros en bloque, que es el procedimiento más utilizado en la 

síntesis de polímeros de impresión molecular, se utilizó:  

 10 mg de 1OHPyr como plantilla 
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 22,3 L de MAA como monómero funcional 

 350 L de EGDMA como entrecruzante 

 79,7 mg de AIBN como iniciador de la polimerización 

 0,622 mL de ACN como disolvente o porógeno 

 La polimerización fue llevada a cabo en un frasco de cristal de 35 mL de capacidad en 

una relación molar 1:6:40 (1OHPyr/MAA/EDGMA). La mezcla se dejó reposar durante 5 

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

 El polímero no impreso (NIPbloque ) fue preparado de la misma manera que el polímero 

impreso pero en ausencia de plantilla (1OHPyr). 

 La solución resultante fue purgada con nitrógeno y sonificada durante 10 minutos en 

un baño de ultrasonidos para eliminar la presencia de oxígeno que pudiese impedir la 

polimerización. La mezcla se tapa y protege con papel de aluminio para evitar la posible 

fotodegradación del analito siendo transferida a un baño termostatizado de silicona a 60 °C 

durante un periodo de 24 horas. Se eligió la silicona frente al agua para evitar las posibles 

pérdidas por evaporación. La polimerización, por tanto, se inició térmicamente. Después de 

esto, el polímero 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 polímero que habrá que 

triturar y tamizar, obteniendo distintos tamaños de partícula. El tamizado se efectuó en 

húmedo empleando metanol como disolvente, tras lo cual, los polímeros fueron secados en 

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

escogerá la fracción de tamaño más adecuada a dicha aplicación.  
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 La extracción de la plantilla se ha llevado a cabo empleando un método de extracción 

por microondas.  

 Más concretamente, el procedimiento llevado a cabo por Bravo et al en 2005 [363]. En 

un vaso de muestra Green Chem, que contendrá al MIP, se añaden 30 mL de MeOH junto con 

un agitador magnético para facilitar la extracción. De igual forma se procederá con el NIP. La 

programación del microondas que permitió la extracción de la plantilla sería la siguiente: se 

programó 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 más. 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 filtración a vacio, eliminado el disolvente. El 

procedimiento de extracción se repitió tres veces, comprobando y asegurando de esta 

manera, la extracción 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 aplicación, se escogió un tamaño de partícula comprendido entre 100-

200 m que se dispuso entre dos fritas de tamaño de poro 20 m para evitar las pérdidas de 

polímero durante todo el proceso.  

6.2.2. Síntesis de polímeros de impresión molecular por precipitación (MIPprecip) 

 Basado igualmente en la polimerización radicálica de monómeros, la polimerización 

por precipitación siguió el protocolo anteriormente descrito pero con alguna modificación para 

permitir la precipitación del polímero y la formación de microesferas. 

 En este caso se emplearon las siguientes cantidades: 
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 10 mg de 1OHPyr como plantilla 

 22,3 L de MAA como monómero funcional 

 350 L de EGDMA como monómero entrecruzante 

 79,7 mg de AIBN como iniciador de la polimerización 

 8,95 mL de ACN como disolvente  

 Para que la síntesis del polímero por precipitación MIPprecip tuviese lugar, se dispuso en 

un frasco con rosca de 35 mL de capacidad 22,3 L de MAA, 350 L del monómero 

entrecruzante EGDMA, y 10 mg del analito plantilla 1OHPyr, siendo su relación, como en el 

caso anterior plantilla/monómero/entrecruzante de 1:6:40. A diferencia del desarrollo 

anteriormente descrito, se añadió una barra magnética para permitir y facilitar la agitación de 

la disolución. Se dejó reposar la mezcla durante 5 minutos. Se añadieron 79,72 mg del iniciador 

AIBN y 8,95 mL de ACN, de tal forma, que la relación de volúmenes entre los monómeros y el 

disolvente fuese de 1:24, dándose un exceso de disolvente en la disolución responsable, junto 

con la agitación, de la formación de microesferas. El frasco se tapó y se cubrió de papel de 

aluminio.  

 Paralelamente se preparó el NIPprecip, salvo que para preparar el polímero no impreso, 

no se añadió el 1OHPyr. El polímero así formado, se someterá a los mismos procedimientos 

que el MIP.  

 De la misma forma que en la polimerización en bloque, las mezclas de polimerización 

(MIPprecip, NIPprecip ) se purgaron con nitrógeno, sonicándose en un baño de ultrasonidos. El 

baño de silicona en este caso se preparó con agitación .Para no interferir en la agitación 

individual de cada uno de los polímeros, el MIP y el NIP ocuparon baños independientes. El 

proceso de polimerización se inició térmicamente a una temperatura de 60 °C y una agitación 

de 100 rpm. Para conseguir esta agitación, al baño también se le añadió una barra magnética 
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que hizo girar la barra interior del frasco que contenía tanto al MIPprecip como al NIPprecip. En 

dicho baño permanecieron durante 24 horas.  

 Se incluye a continuación en la Figura 6.1 una fotografía tomada en el laboratorio para 

mostrar cómo se dispusieron las dos barras agitadoras para que la polimerización por 

precipitación tuviese lugar. 

                                                

                                                   Figura 6.1. Agitación del MIPprecip 

 Trascurridas las 24 horas, ambos frascos, (MIPprecip, NIPprecip) son trasladados a una 

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

horas. Pasado este tiempo y finalizada ya la polimerización, se procederá a extraer la plantilla. 

Se llevó a cabo empleando 80 mL de metanol como disolvente de lavado. La primera dificultad 

encontrada, derivada del pequeño tamaño de partícula, era que éstas no escapasen del filtro 

con la consiguiente pérdida del polímero. Se solventó envolviendo la muestra con una malla de 

25 m de tamaño de poro (Nytal, Safer), recubierta a su vez por papel de filtro e introducida 

en un cartucho de celulosa que se incorporó al sistema Soxhlet. El proceso de extracción 

continuó hasta que se comprobó que en el disolvente recogido no se detectaba la presencia 

del 1OHPyr medido en el HPLC-FD. La extracción tuvo una duración de 28 horas, 

considerablemente mayor a la extracción asistida por microondas del procedimiento anterior.  
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 Finalmente, el polímero 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 m.  

6.2.3. Caracterización morfológica. SEM 

 La morfología del polímero fue examinada con un SEM S-3000N del departamento de 

Matemáticas, Físicas y Fluidos de la Facultad de Ciencias de la UNED. Las microfotografías 

obtenidas del polímero MIPprecip y NIPprecip se tomaron bajo el método de dispersión. En este 

procedimiento 10 mg de polímero se disolvieron en 4 mL de etanol (96%). La disolución 

resultante fue trasladada a un baño de ultrasonidos durante 30 segundos para romper los 

posibles conglomerados formados. Posteriormente, una pequeña cantidad de muestra, unas 

tres gotas conteniendo partículas diluidas en dispersión, se colocaron sobre un portaobjetos 

secándose a vacío para poder ser recubiertas por pulverización catódica 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 adsorción 

 Los experimentos de adsorción fueron llevados a cabo estudiando las uniones del 

analito objeto de estudio, 1OHPyr en el MIP y en el NIP sintetizados tanto en bloque como por 

precipitación. Los experimentos se realizaron en batch. Para ello se tomaron 20 mg de cada 

uno de los polímeros impresos y sus correspondientes no impresos poniéndose en contacto, 

cada uno de ellos, con 2,5 mL de una disolución que contenía concentraciones crecientes de 

analito. Estas concentraciones iban desde 0,5 a 60 mg/L de 1OHPyr. La mezcla se incubó 

durante 24 horas a temperatura ambiente manteniendo agitación mecánica a 450 rpm para 

asegurar el equilibrio. Una vez transcurrido este tiempo, las muestras se centrifugaron a 2500 

rpm 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 m de tamaño de poro para 

evitar introducir partículas en el HPLC-FD. De esta forma se mide la concentración de analito 

libre que ha quedado en disolución. Por diferencia entre la cantidad de concentración inicial y 

la que queda libre en el sobrenadante, se puede determinar la cantidad de analito que queda 

unida al polímero. 

 La Figura 6.2 muestra un esquema del diseño experimental que se llevó a cabo con los 

MIP [364]. 

 

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

 

6.3. DISCUSIÓN DE LOS RESULTADOS 

6.3.1. Síntesis de polímeros 

 Hasta llegar a los procedimientos desarrollados anteriormente y optimizar el 

procedimiento de síntesis, se prepararon diferentes polímeros no impresos modificando tanto 

la proporción y composición de los componentes como el método de inicio de la 

polimerización.  

 Primeramente se sintetizó un polímero NIP en bloque iniciando la polimerización con 

ayuda de radiación ultavioleta a una longitud de onda de 365 nm durante 24 horas. Se formó 

un polímero en bloque, pero este procedimiento se descartó por la imposibilidad de incluir 

Analito 

Agitación 

         MIP Incubación 24 h 

Filtración 

     Analito libre 
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agitación dentro de la lámpara, con lo que no se podía sintetizar el polímero por precipitación 

con esta instrumentación, optando por la iniciación térmica para la síntesis comparativa de los 

polímeros.  

 Debido a la poca cantidad de analito plantilla con la que se partía, se buscaba el mayor 

rendimiento posible dado con esas proporciones. Se probaron distintas composiciones para la 

síntesis del NIP. Primeramente se empleó como entrecruzante divinilbenceno DVD-80 y como 

porógeno una mezcla de ACN:tolueno en proporción 3:1 (v/v). La iniciación de la 

polimerización fue térmica pero el rendimiento obtenido fue muy escaso. 

 Para optimizar el exceso de disolvente necesario para conseguir un buen rendimiento 

en el MIPprecip, se tomaron distintas proporciones de ACN con respecto a los monómeros. El 

rendimiento máximo se obtuvo cuando esta relación fue de 1:24 en volumen con los 

monómeros. Todos los NIP formados se sometieron a las mismas operaciones que en los casos 

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

 Así mismo se optimizó la cantidad de iniciador que mejorase el rendimiento, 

obteniendo así, mayor cantidad de polímero. Se probaron las relaciones 1:2, 1:3, 1:9, 1:10 y 

1:20 respecto al % de monómeros.  

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

anteriormente descrito en los apartados 6.2.1 y 6.2.2 para el MIPbloque y MIPprecip. 

 La extracción de la molécula molde de los polímeros impresos, se ha llevado a cabo 

mediante la técnica de extracción asistida por microondas para el caso del polímero impreso 

en bloque, y mediante un procedimiento de extracción Soxhlet para el caso del polímero 

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

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

convencional con Soxhlet ya que mejora los tiempos de extracción y los volúmenes de 
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disolventes [365]. Las primeras extracciones que empleaban microondas en compuestos 

orgánicos se llevaron a cabo en 1986 [366]. A partir de ahí, numerosos laboratorios han 

empleado esta técnica para la extracción de compuestos. Por citar algunos ejemplos, se han 

obtenido extracciones de HAPs en suelos [367, 368], sedimentos marinos [369], muestras de 

petróleo [370] o en tejidos [371]. 

 Parámetros 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 extracción mediante Soxhlet es el procedimiento clásico de extracción. Fue 

introducido por Soxhlet en 1879 [372]. 

6.3.2. Caracterización morfológica. SEM 

 El microscopio electrónico de barrido (SEM o Scanning Electron Microscope) es un 

instrumento capaz de ofrecer un variado rango de información procedente de la superficie de 

la muestra tanto de materiales orgánicos como inorgánicos. 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 resolución. Es el mejor método adaptado al estudio de la 

morfología 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 

carácter conductor. Esta sencilla técnica de preparación de muestra recibe el nombre de 

“sputtering” o pulverización catódica.  

 Una vez preparada la muestra, el SEM barre la superficie con electrones acelerados a 

través del cañón del instrumento. Este haz lleva una energía 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 líneas 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 radiación fundamental. Por una parte los electrones secundarios 

y por otra los electrones retrodispersados. Los electrones secundarios son de baja energía, del 

orden de las decenas de eV, resultantes de la emisión por parte de los átomos que constituyen 

la muestra, siendo los que están más cercanos a la superficie debido a la colisión con el haz 

incidente. Por otro lado, los electrones retrodispersados son electrones del haz incidente que 

han interaccionado con los átomos de la muestra siendo reflejados. La intensidad de estas 

emisiones varía en función del ángulo que forma el haz incidente con la superficie del material, 

es decir, depende de la topografía de la muestra.  

 La señal emitida por los electrones y la radiación resultantes del impacto se recogen 

mediante un detector y se amplifican para cada posición de la sonda. Las variaciones en la 

intensidad de la señal que se producen conforme la sonda barre la superficie de la muestra se 

utiliza para variar la intensidad de la señal en un tubo de rayos catódicos que se desplaza con 

la sonda, resultando una relación directa entre la posición del haz de electrones y la 

fluorescencia producida en el tubo de rayos catódicos. El resultado será una imagen 

topográfica muy ampliada de la muestra [373].  

 Las Figuras 6.3, 6.4 y 6.5 son microfotografías tomadas con SEM del MIPprecip, a distinta 

resolución del aparato (5, 10 y 30 micras). Como puede observarse, la topografía de la 

superficie muestra la formación de partículas esféricas independientes de un tamaño 

homogéneo. La Figura 6.6 muestra el polímero formado por síntesis en bloque.  

 



                                   SÍNTESIS Y CARACTERIZACIÓN DE POLÍMEROS DE IMPRESIÓN MOLECULAR 
 

 
131 

 

                 

Figura 6.3. Imagen SEM tomada a 5 micras. Polímero sintetizado por precipitación 

                  

Figura 6.4. Imagen SEM tomada a 10 micras. Polímero sintetizado por precipitación 
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Figura 6.5. Imagen SEM tomada a 30 micras. Polímero sintetizado por precipitación 

                     

Figura 6.6. Imagen SEM tomada a 10 micras Polímero sintetizado en bloque. 
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6.3.3. Isotermas de adsorción 

 Mediante la evaluación de las isotermas de adsorción se obtiene información sobre la 

selectividad, constante de afinidad y densidad de los sitios de unión del polímero. La evolución 

de las isotermas de adsorción se lleva a cabo realizando diferentes ensayos destinados a 

evaluar la cantidad de analito que se une al polímero al cargar concentraciones crecientes del 

mismo cuando se ha alcanzado el equilibrio termodinámico. El tiempo de incubación, en la 

mayoría de los ensayos, es el tiempo necesario para que se produzca una unión del 90% del 

analito en el polímero, que dependerá del sistema y que suele oscilar entre las 2-24 horas. Una 

vez alcanzado el equilibrio, el polímero se separa por centrifugación y filtración, donde la 

concentración del analito no unida al polímero puede medirse en el sobrenadante [364]. 

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

la concentración inicial del analito y la medida en el sobrenadante (Ecuación 6.1) 

                                      

 Siendo C0, la concentración inicial, Ce la concentración en el equilibrio, v el volumen de 

la disolución y w la masa del polímero.  

 La construcción de las isotermas de adsorción se llevó a cabo mediante ensayos en 

batch. 

 La principal dificultad encontrada en estos ensayos fue la poca cantidad de polímero 

sintetizada que impedía realizar el experimento con todas las concentraciones a la vez. El 

experimento tuvo entonces lugar en varias etapas, asegurando la completa limpieza del 

polímero con respecto a la concentración del 1OHPyr.  
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 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 R2 de 0,9911. 

 Para el primer punto de las isotermas, se tomaron 20 mg de cada polímero, es decir 20 

mg de cada uno de estos polímeros MIPprecip, NIPprecip, MIPbloque, NIPbloque , en 2,5 mL de 

disolución que contenía 0,5 ppm de 1OHPyr. La mezcla se mantuvo cubierta por papel de 

aluminio, para evitar la posible fotodegradación del analito, durante 24 horas con agitación 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 1OHPyr presente. Por diferencia, se llegará a conocer la cantidad de 

analito unida al polímero.  

 Los cálculos efectuados fueron los siguientes; 

 

 Procediendo de igual forma con las siguientes concentraciones de 1OHPyr se obtienen 

los datos mostrados en la Tabla 6.1 para los polímeros en bloque. 
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         Tabla 6.1. Datos experimentales MIPbloque y NIPbloque para el 1OHPyr 

       

  Ce (mg/L) 

 

MIPbloque-Q(mg/g) 

 

NIPbloque-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 máxima capacidad 

de adsorción de las partículas del MIP tiene un valor de 2,14 mg/g mucho más alta que la de 

las partículas del NIP, siendo este último valor de 0,85 mg/g.  

 Si se representa el valor de Q (mg/g) frente a Ce (mg/L) se obtiene la Figura 6.7 que 

muestra los datos experimentales de adsorción para el MIP y NIP sintetizados en bloque para 

el 1OHPyr. 
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Figura 6.7. Representación gráfica de los datos experimentales MIPbloque y NIPbloque para el 

1OHPyr 

 Para evaluar el grado de impresión, se define el factor de impresión según la ecuación 

6.2. 

                                                          

 Dando, en este caso, un valor de 2,5. IF es una medida de la fuerza de interacción del 

polímero impreso hacia el analito plantilla. Con este valor se ha demostrado que existe una 

correlación positiva del factor de impresión, lo que significa, por tanto, un buen rendimiento 

de impresión. Los sitios formados en la estructura deberían interactuar fuertemente con la 

molécula molde y, de este modo, permitir una mayor retención en relación con el polímero no 

impreso [374].  

 Los mismos cálculos se realizan con el MIPprecip y NIPprecip. Los datos experimentales 

para ambos polímeros son los dados en la Tabla 6.2.  
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                         Tabla 6.2. Datos experimentales MIPprecip y NIPprecip para el 1OHPyr 

         

Ce (mg/L) 

 

MIPprecip-Q(mg/g) 

 

NIPprecip-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 máxima capacidad de adsorción de las partículas del MIP tiene un valor de 2,65 

mg/g mucho más alta que la de las partículas del NIP, siendo este último valor de 1,38 mg/g. A 

su vez, estos valores son mucho más altos que los obtenidos con los polímeros en bloque, 

siendo por tanto su capacidad de adsorción mucho mayor. 

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

muestra los datos experimentales de adsorción para el MIP y NIP sintetizados para el 1OHPyr. 
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Figura 6.8. Representación gráfica de los datos experimentales MIPprecip y NIPprecip para el 

1OHPyr 

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

valor se ha demostrado que existe una correlación positiva del factor de impresión, lo que se 

traduce en un buen rendimiento de impresión.  

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

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

                      

 Donde Kd y Qmáx son las constantes de disociación y el número máximo de sitios de 

unión respectivamente.  

 La representación gráfica de la ecuación de Scatchard para el MIPbloque puede verse en 

la Figura 6.9, donde se observa que no se obtiene una línea recta.  
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                           Figura 6.9. Representación de la ecuación de Scatchard para el MIPbloque 

 Si el ajuste por Scatchard se hubiese ajustado a una recta significaría que el MIP 

presentaría una distribución homogénea y un único tipo de sitios de unión. Los puntos pueden 

ajustarse a dos líneas rectas como puede verse en la Figura 6.9. Por lo tanto se presentan en 

este caso, sitios de unión heterogéneos donde existen al menos dos clases de sitios de unión 

entre el MIP y el analito [177]. La representación gráfica de la ecuación de Scatchard para la 

síntesis por precipitación puede verse en la Figura 6.10. 

            

                       Figura 6.10. Representación de la ecuación de Scatchard para el MIPprecip 
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 Como en el caso anterior, la representación de Scatchard devuelve dos pendientes 

ajustables a dos líneas rectas, lo que indicaría que existen sitios de unión heterogéneos entre 

el analito y el polímero. 

 Para explicar estos resultados se han utilizado diferentes modelos de isotermas de 

adsorción 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 útiles para predecir y comparar el rendimiento de la adsorción. 

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

MIPbloque y MIPprecip. 

 El primero de estos modelos, el modelo de las isotermas de Langmuir, simplifica la 

distribución de los sitios de unión en un número finito de sitios, asumiendo que sólo hay un 

tipo de sitios de unión. Este modelo supone: 

1. No puede formarse más 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 ocupación de los sitios adyacentes. 

 Por lo tanto, cuando el analito ocupe un sitio en el MIP, no habrá ninguna adsorción en 

ese mismo sitio, por lo que se alcanzará el valor de saturación cuando no pueda haber más 

adsorción de analito, calculándose, por tanto, la capacidad máxima de enlace superficial del 

polímero.  

 El modelo de Langmuir se ajusta a la ecuación 6.4 expresada en forma lineal: 
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Donde:  

 Ce es la concentración de analito en equilibrio expresado en mg/L 

 Q capacidad de adsorción expresada en mg/g 

 Qmax (mg/g) y KL (L/mg) constantes relacionadas con la energía y entalpia de adsorción, 

respectivamente 

 Los modelos de enlace continuo consideran al MIP como un sistema heterogéneo, con 

sitios de unión de afinidad y selectividad variable en el que se asume que la superficie del 

adsorbente es energéticamente heterogénea, conformada por grupos de sitios de adsorción 

de energía característica. El modelo de la isoterma de Freundlich considera sitios de unión 

heterogéneos basados en la idea de que la adsorción depende de la energía de los sitios de 

adsorción. De igual forma, la expresión lineal de la ecuación de la isoterma de Freundlich es la 

representada en la ecuación 6.5. 

                                

 La isoterma de Freundlich se presenta como un modelo empírico donde Q representa 

la cantidad adsorbida por cantidad de adsorbente en el equilibrio, Ce es la concentración de 

equilibrio, KF y n son constantes de Freundlich que dependen de la capacidad de adsorción del 

adsorbato y la intensidad de adsorción del adsorbente, respectivamente. El valor de n 

representa el índice de heterogeneidad, donde n=1 indica la heterogeneidad de la superficie 

del adsorbente, aunque la situación más común es n>1 debido a la distribución de los sitios en 
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la superficie. Esto hace disminuir la interacción adsorbente-adsorbato con el incremento de la 

densidad en la superficie [375].  

 El ajuste matemático de los datos experimentales se ha realizado a través del 

programa Origin Pro v 8.0 software of OriginLab Corp (Northampton, UK). A continuación, 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 polímeros, el impreso y no impreso 

sintetizado en bloque. Los errores estándar (SE) para cada parámetro se utilizaron para medir 

la bondad del ajuste. No obstante, se incluye además el coeficiente de correlación (R2) para 

determinar la isoterma de mejor ajuste a los datos experimentales. 

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

para MIPbloque y NIPbloque 

Modelo Parámetros MIPbloque NIPbloque 

  

Valor SE Valor SE 

Langmuir 

a=1/ Qmáx 0,760 0,467 3,383 0,885 

b=1/(KL Qmáx) 8,313 0,647 7,021 1,225 

R2 0,948 - 0,779 - 

Freundlich 

a=log KF -0,997 0,038 -1,141 0,080 

b=1/n 0,794 0,023 0,539 0,066 

R2 0,985 - 0,876 - 

  

 Donde los valores para el MIPbloque son Qmáx= 1,32 mg/g, KL =0,09 L/mg con una 

R2=0,948. 

 Donde los valores para el NIPbloque son Qmáx= 0,30 mg/g, KL =0,48 L/mg con una 

R2=0,779. 
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 Los resultados muestran como el valor de Qmáx en el caso del MIP es mucho más alto 

que el correspondiente NIP.  

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

 Para el MIPbloque son KF = 0,100 y n = 1,26 con una R2=0,985. 

 Para el NIPbloque son KF = 0,072 y n = 1,85 con una R2=0,876. El modelo de Freundlich 

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

energía de adsorción de los sitios individuales. 

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

distribución de afinidades entre el analito y el polímero de acuerdo con los coeficientes de 

correlación, describiendo una relación no lineal de adsorción reversible que puede darse en 

múltiples capas suponiendo la heterogeneidad energética de la superficie de unión [376]. 

 En el caso de los polímeros sintetizados por precipitación, 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. Parámetros obtenidos por ajuste no lineal de las isotermas de Langmuir y Freundlich 

para MIPprecipy NIPprecip 

Modelo Parámetros MIPprecip NIPprecip 

  

Valor SE Valor SE 

Langmuir 

a=1/ Qmáx 0,3746 0,3237 2,307 0,759 

b=1/(KL Qmáx) 7,4090 0,4483 6,9381 1,51 

R2 0,96799 - 0,8255 - 

Freundlich 

a=log KF 0,898 0,042 1,0739 0,0721 

b=1/n 0,779 0,035 0,6017 0,605 

R2 0.9821 - 0,91588 - 
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 Donde los valores para el MIPprecip son Qmáx= 2,67, mg/g, KL = 0,050 L/mg con una 

R2=0,96799. 

 Donde los valores para el NIPbloque son Qmáx= 0,433 mg/g, KL =0,332 L/mg con una 

R2=0,8255. 

 Los resultados muestran como el valor de Qmáx en el caso del MIP es mucho más alto 

que el correspondiente NIP, y estos a su vez, mucho más altos que en los polímeros en bloque. 

 Los datos devueltos para el modelo de Freundlich son los siguientes: 

 Donde los valores para el MIPbloque son KF = 0,1 y n =1,28 con una R2=0.9821 

 Donde los valores para el NIPbloque son KF = 0,1 y n =1,65 con una R2=0,9159 

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

más se ajusta a la distribución de afinidades entre el analito y el polímero. 

6.4. CONCLUSIONES 

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

siguientes concluiones: 

 Este tipo de polimerización presenta varias ventajas frente a la síntesis del polímero en 

bloque muy útiles en el caso de los HAPs. Lo más destacado es que se minimiza la 

manipulación del polímero, se eliminan la necesidad de triturar y tamizar el polímero, 

muy conveniente cuando se quiere un contacto mínimo con la muestra, debido por 

ejemplo a la toxicidad de la misma Al no triturar el polímero se disminuyen las 

pérdidas por manipulación, además de preservar las cavidades formadas en el 

polímero que posteriormente albergarán al analito a determinar. 

 En lo que se refiere a las isotermas de adsorción, el mejor modelo que caracteriza la 

unión entre el MIP y el 1OHPyr es el modelo de Freundlich, siendo una buena 
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aproximación a la descripción del mecanismo de adsorción presente en la mayoría de 

los polímeros de impresión molecular. Los sitios de unión de los MIP exhiben 

heterogeneidad en los sitios de unión con dos constantes de disociación. 

 Se ha comparado la capacidad de unión de los distintos MIP sintetizados llegándose a 

la conclusión de que el MIP realizado por precipitación presenta mayor capacidad de 

unión que el MIP sintetizado en bloque. Esto puede ser debido en primera 

aproximación a la ruptura de los sitios de unión cuando el monolito de polímero 

formado es triturado, rompiendo en ese proceso sitios de unión con el analito. 

 La geometría de las partículas de MIP sintetizado por precipitación presentaría una 

superficie más homogénea para la unión del analito. 

 El MIPprecip presenta valores de Qmáx, mucho más elevadas que el MIPbloque. Este 

resultado puede ser atribuido a mayores y mejores sitios de unión que pueden 

interaccionar con el analito, presentando una distribución más homogénea de sitios de 

unión que los aportados por el MIP formado en bloque, siendo además mayor su 

capacidad de adsorción, resultado de su mayor KF. Como era de esperar, la 

polimerización por precipitación parecer ser uno de los métodos de polimerización 

que da lugar a una distribución de sitios de unión más homogéneos [377, 378]. 

 En ambos casos, tanto la síntesis por precipitación como en bloque, el MIP puede unir 

mayor concentración de 1OHPyr que el NIP. Inicialmente el MIP puede unir una 

concentración creciente del analito hasta que llega un momento que se satura y no 

admite mayor cantidad. La adsorción del MIP no es lineal, sino que sigue una isoterma. 

Comparando polímero impreso con el no impreso, para la misma cantidad de 

polímero, a la misma concentración de analito, el porcentaje de enlace en el NIP es 

mucho menor que en el MIP, por lo tanto puede decirse que la retención del 1OHPyr 

en el MIP es específica, es decir, se debe a la existencia de sitios de unión específicos 

para los que fueron diseñados. 
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 Derivado de estas conclusiones, el MIPprecip ha sido utilizado para el desarrollo de los 

distintos tratamientos de muestra en esta Tesis Doctoral. 
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7. EXTRACCIÓN EN FASE SÓLIDA CON POLÍMEROS DE IMPRESIÓN 

MOLECULAR PARA EL 1-HIDROXIPIRENO 

7.1. INTRODUCCIÓN 

La demanda actual de métodos analíticos que respondan de forma rápida, a un coste 

asumible siendo a su vez sensibles, selectivos, y adecuados a las concentraciones requeridas, 

supone un gran reto dentro de la Química Analítica. La variedad de las muestras en las que se 

encuentran los compuestos orgánicos de interés, las distintas características físico-químicas de 

los compuestos, unido a que los detectores disponibles y específicos no son muy numerosos, 

hace que una de las etapas más importantes del análisis sea la preparación de la muestra. Ésta 

tiene como finalidad la separación de los analitos de la matriz y de otras sustancias 

interferentes. Esta etapa engloba por lo general la extracción, la preconcentración 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 más utilizados en la preparación de la muestra es la 

extracción en fase sólida o SPE [236, 238, 239]. Esta técnica permite que el análisis pueda 

llevarse a cabo de manera rápida, aumentando a la vez la selectividad y por tanto la 

sensibilidad del análisis. También, permite la preconcentración de la muestra con un riesgo 

mínimo de pérdida o contaminación de la misma. En resumen, entre sus ventajas destacan su 

versatilidad, reducido consumo tanto de disolventes como de volumen de muestra, 

disminución de costes, tiempos de análisis cortos, resaltando la disminución de la 

manipulación de muestra debido a que la preconcentración, extracción y limpieza se dan en un 

mismo proceso. 
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 El procedimiento SPE está basado en la diferente afinidad del analito entre una fase 

sólida o sorbente y una líquida que será la muestra. El adsorbente debe tener una gran 

capacidad de adsorción, una rápida cinética de adsorción/desorción y una alta selectividad por 

el analito. Esta es la razón por la que uno de los factores clave al llevar a cabo una extracción 

efectiva de los analitos sea la elección adecuada del soporte sólido o adsorbente sobre el que 

se va a realizar la extracción. El tipo de sorbente vendrá determinado por el analito que se 

quiera determinar, y que puede presentarse empaquetado en un cartucho, sobre un disco, en 

una fibra (microextracción en fase sólida, SPME) [267, 268], o sobre barra agitadora (SBSE) 

[272, 360]. La tendencia actual en la SPE está dirigida a la búsqueda de nuevos soportes y de 

nuevos sorbentes [108, 120, 266, 345, 350, 379]. Entre ellos se pueden destacar las sílices 

entrelazadas, carbón grafitado [380], materiales poliméricos [381], inmunosorbentes o como 

sería en el caso del presente trabajo, polímeros de impresión molecular.  

La utilización de los MIP como sorbentes selectivos en SPE (MISPE) fue iniciada por 

Sellergen en 1994 [203]. En las últimas décadas se han incrementado las publicaciones que 

incluyen el uso de los MIP como materiales selectivos para la extracción en fase sólida y otros 

tratamientos de muestra [135, 137]. Comparado con los adsorbentes tradicionales, los MIP 

han demostrado ser más efectivos y han podido ser aplicados satisfactoriamente al 

aislamiento y preconcentración de los analitos en alimentos, muestras biológicas y 

ambientales en los últimos años. Numerosas aplicaciones han demostrado que el MISPE es un 

método rápido y efectivo para la limpieza y la extracción directa de componentes a nivel de 

trazas en matrices complejas. Además de tratarse de un material altamente selectivo, la 

síntesis del mismo es sencilla y económica, permitiendo la creación de materiales con gran 

capacidad de reconocimiento. Esto explica su interés y desarrollo en el campo de la Química 

Analítica y en su comercialización. Su robustez físico-química ofrece también la oportunidad de 

reutilización en numerosas aplicaciones SPE [135, 137, 142, 382]. 



EXTRACCIÓN EN FASE SÓLIDA CON POLÍMEROS DE IMPRESIÓN MOLECULAR PARA EL 1-HIDROXIPIRENO 

 

 
149 

 

Por otra parte, se ha demostrado que diferentes estrategias de polimerización pueden 

mejorar la eficiencia de los MIP. La polimerización en bloque es el método más habitual en la 

preparación de los polímeros, sin embargo, es necesario triturar y tamizar el polímero para 

generar partículas con un tamaño de uso apropiado. Este proceso afecta a los sitios de 

impresión del polímero, presentando huecos de unión heterogéneos y limitando su 

aplicabilidad [135, 383]. Sin embargo, la polimerización por precipitación, además de eliminar 

la etapa de trituración y tamizado en la preparación del polímero, da como resultado 

partículas más pequeñas y homogéneas que presentan mayor superficie de interacción con los 

analitos. 

 El proceso de extracción en fase sólida 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 utilización 

de disolventes o mezclas de disolventes adecuados, siendo el analito posteriormente 

desorbido o eluído de igual forma, con otros disolventes que faciliten esa desorción. De esta 

manera se consigue aislar el analito de la matriz.  

 La eficacia de la extracción puede mejorarse mediante la optimización de las variables 

experimentales que afectan a dicho proceso. El diseño del procedimiento vendrá dado por la 

optimización de múltiples variables como pueden ser la selección del empaquetamiento, de la 

muestra, del volumen de la muestra, los volúmenes de extracción y desorción y los disolventes 

empleados en las distintas etapas.  

 A pesar de que nuevas estrategias y soportes se han diseñado para la extracción en 

fase sólida, los cartuchos de extracción siguen siendo los más utilizados. Un cartucho SPE 

consiste en una columna de plástico desechable rellena de un material sólido 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 elución mediante la utilización de disolventes o mezclas de disolventes que facilitan 

esa desorción quedando el analito en el eluato y por tanto extraído de la matriz.  

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

7.1 [384]. 

 

                                                            Figura 7.1. Etapas de un proceso SPE 

 En el presente trabajo se prepararán diferentes cartuchos de extracción en fase sólida 

utilizando los polímeros de impresión molecular sintetizados (en bloque y por precipitación) y 

sus respectivos blancos (NIP). Se optimizarán los procedimientos SPE para ellos, demostrando 

Muestra 

1. Acondicionamiento 2. Carga 

Analito Interferentes 

      3. Limpieza        4. Elución  

MIP 
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la selectividad de los MIP frente a los NIP. Esta metodología será validada para muestras de 

orina. También se realizará un estudio de interferencias utilizando para ello cuatro isómeros 

hidroxilados del fenantreno. Posteriormente, se realizará un estudio comparativo de los 

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

7.2. DESARROLLO DE LA METODOLOGÍA 

7.2.1. Procedimientos MISPE 

Preparación de los cartuchos 

 Los MIP y NIP sintetizados (en bloque y por precipitación) fueron empaquetados en 

cartuchos de polipropileno para SPE de 1 mL de capacidad entre dos fritas de 20 m. La 

cantidad introducida en los cartuchos, tanto de MIP como de NIP fue de 125,8 mg. Para los 

polímeros sintetizados en bloque se escogió una fracción de tamaño de partícula comprendida 

entre los 100 y 200 m. 

 Los cartuchos así preparados se limpiaron y secaron colocándose en un sistema de 

vacío.  

Optimización de los procedimientos MISPE  

 Las diferentes etapas del proceso SPE, acondicionamiento, carga, lavado y elución 

fueron optimizadas. Para los polímeros sintentizados por precipitación (MIPprecip y NIPprecip) 

estas condiciones se consiguieron acondicionado el cartucho con 800 L 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 L de una disolución estándar de 0,25 

g/L de 1OHPyr en ACN. La carga permite entonces la fijación selectiva de los analitos en las 

cavidades, la retención ocurrirá por reconocimiento molecular entre el analito y el polímero. El 

analito irá disuelto en el disolvente que favorezca la interacción entre los analitos y el polímero 



EXTRACCIÓN EN FASE SÓLIDA CON POLÍMEROS DE IMPRESIÓN MOLECULAR PARA EL 1-HIDROXIPIRENO 

 

 
152 

 

y generalmente suele ser el porógeno. Tras la retención selectiva de los analitos se llevará a 

cabo un proceso de lavado, para eliminar aquellos interferentes que hayan podido quedar 

retenidos de forma inespecífica en la matriz polimérica sin que se pierdan en esta etapa los 

analitos de interés. La etapa de lavado se realizó con 100 L de una mezcla ACN/H2O (95:5, 

v/v). Por último, en la etapa de elución, los analitos son extraídos del cartucho con el 

disolvente más apropiado capaz de destruir la interacción formada entre el analito y el 

polímero en las cavidades del mismo. Habrá que tener en cuenta la solubilidad del analito, el 

tipo de adsorbente, la polaridad de los analitos y el tipo de interacción implicada en la unión 

analito-polímero. Por último habrá que tener en cuenta que el disolvente ha de ser compatible 

con la técnica de detección y análisis posterior. El analito retenido en el cartucho fue eluido 

empleando 4 x 100 L de una mezcla MeOH/diclorometano (DCM) (85:15, v/v). Las distintas 

disoluciones fueron añadidas al cartucho bajo condiciones de vacío. Las fracciones 

correspondientes fueron recolectadas y secadas bajo corriente suave de nitrógeno a 

temperatura ambiente. Los residuos fueron reconstituidos con el volumen adecuado de ACN 

previo al análisis mediante HPLC-FD. La Tabla 7.1 esquematiza las condiciones optimizadas 

para los MIP obtenidos mediante síntesis por precipitación. 

                                      Tabla 7.1. Condiciones MISPEprecip optimizadas para el 1OHPyr  

ETAPA DISOLVENTE (L) 

Carga 
ACN 

200 

Limpieza 
ACN:H2O (95:5,v/v) 

100 

Elución 
MeOH:DCM (85:15,v/v) 

100 x 4 

 

 Para los polímeros obtenidos por síntesis en bloque, se realizó el mismo 

procedimiento, con alguna variación para adaptarlo a sus características específicas. Se 

acondicionó con 800 L de ACN. La carga se realizó con 150 L de 1OHPyr a una concentración 
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de 0,25 g/L en ACN. La etapa de limpieza se efectuó con 100 L de una mezcla de disolvente 

de lavado ACN:H2O a una composición de (95:5, v/v). También se utilizó una mezcla 

MeOH:DCM (85:15, v/v) para la elución. En este caso, la máxima recuperación se obtuvo 

utilizando volúmenes de 100 L en tres etapas (3 x 100 L). La Tabla 3.2 resume las 

condiciones óptimas para la extracción del 1OHPyr en el procedimiento MISPE realizado con 

los polímeros sintetizados en bloque. 

                                           Tabla 7.2. Condiciones MISPEbloque optimizadas para el 1OHPyr 

ETAPA DISOLVENTE (L) 

Carga 
ACN 

150 

Limpieza 
ACN:H2O (95:5,v/v) 

100 

Elución 
MeOH:DCM (85:15,v/v) 

100 x 3 

 

 Los procedimientos optimizados fueron aplicados a muestras de orina libre de HAPs 

dopadas a distintas concentración de la disolución estándar de 1OHPyr. Estas concentraciones 

fueron 0,15 g/L, 0,25 g/L y 2,00 g/L. 

7.2.2. SPE con C-18 

 El proceso SPE también se realizó 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 más habituales en los procedimientos SPE, por lo que se elige con fines 

comparativos. También se optimizó el proceso de extracción siendo estas condiciones iguales a 

las utilizadas para los polímeros en bloque. 
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7.3. DISCUSIÓN DE LOS RESULTADOS 

7.3.1. Optimización de las etapas del proceso MISPE 

 La optimización del proceso MISPE conllevó la elección del disolvente o disolventes 

más adecuados, la concentración de la muestra y el empleo de los volúmenes óptimos en cada 

uno de los pasos. Para llevar a cabo los procedimientos MISPE se utilizó un sistema a vacío. En 

cada etapa del proceso, las fracciones recogidas fueron reacondicionadas e inyectadas en el 

HPLC-FD para determinar la concentración del analito.  

7.3.2.1. Proceso MISPE. Polímeros sintetizados por precipitación 

Optimización del procedimiento 

 Antes de iniciar la optimización, lo primero que se realizó fue una limpieza exhaustiva 

del polímero para volver a comprobar que no había plantilla inicial que interfiriese en los 

análisis posteriores. El MIP dentro del cartucho se lavó con una mezcla de MeOH y una mezcla 

MeOH:ácido fórmico (99:1, v/v). 

 La cantidad de 1OHPyr retenida fue calculada como la diferencia entre la cantidad 

inicial total cargada en el cartucho y la fracción recolectada en la etapa de elución. En cada 

proceso, los extractos obtenidos fueron inyectados en el sistema HPLC-FD para cuantificar el 

analito. 

La Figura 7.2 muestra una fotografía tomada en el laboratorio con ambos cartuchos 

SPE empaquetados con el MIPprecip y el NIPprecip. Con estos polímeros y de forma paralela se 

optimizaron todas aquellas etapas del procedimiento MISPE, lo que incluyó los procesos de 

carga, lavado y elución, de forma que se obtuviese la máxima recuperación del 1OHPyr en el 

MIP minimizando la recuperación en el NIP. Quedaría de esta forma evaluadas las 

interacciones específicamente formadas entre el analito y los MIP sintetizados [385]. 
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Figura 7.2. Fotografía tomada de los polímeros sintetizados por precipitación. A NIPprecip 

y B NIPprecip 

 Antes de cargar la muestra, el cartucho fue acondicionado con 800 L de ACN para 

permitir la unión entre el analito y los sitios específicos formados en el polímero. De acuerdo 

con la literatura, el disolvente empleado para el acondicionamiento del polímero suele ser el 

porógeno empleado en la síntesis del mismo [198], buscando aquellos disolventes que 

favorezca la interacción entre los analitos y las cavidades específicas generadas en el polímero. 

Inicialmente, por tanto, se elige el porógeno debido a que las interacciones entre el analito y 

los sitios de unión estarán presumiblemente más favorecidas. Una vez acondicionado, se 

prepararon diferentes concentraciones del analito 1OHPyr en ACN en el rango 0,15-2,00 g/L 

para optimizar la concentración adecuada de carga. En este rango de concentración, los 

resultados obtenidos no muestran diferencias significativas en la recuperación del analito. Este 

primer ensayo se realizó con un volumen de muestra de 200 L. De acuerdo con estos 

resultados, y teniendo en cuenta los datos obtenidos en estudios recientes de biovigilancia 

[90], se escogió la concentración de 0,25 g/L como concentración 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 vacío. Posteriormente, se evaluaron diferentes volúmenes 

de muestra, entre 50-500 L. Cuando el volumen de carga es de 200 L 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 

específicamente en el MIP. La presencia de sitios de unión no específicos es atribuida a la gran 

cantidad de monómero empleado en la síntesis no covalente de los polímeros. En este paso, 

diferentes disolventes de lavado y volúmenes de los mismos fueron investigados, tales como 

agua, ACN, MeOH y mezclas de ellos. La gráfica muestra las recuperaciones del 1OHPyr 

obtenidas cuando 200 L de una disolución de 0,25 g/L en ACN tanto en el MIP como el NIP, 

se someten a las etapas de carga, lavado y elución empleando diferentes disolventes de 

elución. En el eje y se representa el porcentaje del analito recogido tras cada etapa. Son 

mostradas en la Figura 7.3. 

                      

Figura 7.3. Optimización del disolvente de lavado. El cartucho que contiene el polímero impreso 

es denominado con la letra M, mientras que el polímero no impreso es denominado como N. 

Los números a continuación identifican los disolventes de lavado empleados, siendo estos: 1, 

ACN:MeOH (50:20, v/v); 2, ACN:MeOH (80:20, v/v); 3, H2O; 4, ACN; 5, ACN:H2O (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 polímero son específicas. El análisis de las fracciones 

recolectadas de la etapa de limpieza muestran que el 1OHPyr presenta mayor retención 

cuando el polímero es lavado con una mezcla de disolvente ACN:H2O en una relación de 

volúmenes de 95:5, v/v. Modificando estas proporciones ACN:H2O (50:50 ó 80:20, v/v), no se 

mejoró el resultado. 

 La optimización del volumen de lavado se realiza de manera análoga a la llevada a 

cabo en la etapa de carga, probándose volúmenes desde los 100 hasta los 400 L. El volumen 

óptimo de lavado se fijó en 100 L. Ni un aumento en el volumen de disolvente ni la repetición 

del lavado, aumentaba la cantidad de analito no retenido en la fracción obtenida, quedando 

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

 Para asegurar la completa elución de los analitos adsorbidos en el proceso MISPE, es 

necesario encontrar el disolvente adecuado, el cual debe ser capaz de destruir la interacción 

formada entre el analito y el MIP. Consecuentemente, se evalúa la eficacia de varios 

disolventes polares para eluir el 1OHPyr del polímero. Los disolventes ensayados fueron 

MeOH:DCM, MeOH:ACN, y ACN:H2O en diferentes proporciones. Además, habrá que 

considerar que el disolvente elegido debe ser compatible con la técnica de detección posterior.  

 La Figura 7.4 muestra la eficacia de la elución en términos de recuperación de estos 

disolventes y sus mezclas. La mayor recuperación (82,10%) se obtiene empleando una mezcla 

de disolvente polar prótico como el MeOH y un disolvente polar aprótico como el DCM en 

proporción de volumen de 85:15, v/v. Estos resultados sugieren que el 1OHPyr se ha unido a 

los sitios de enlace mediante puentes de hidrógeno e interacciones iónicas, los cuales se ven 

afectados y alterados por la polaridad del disolvente que permite la rápida desorción del 

analito.  
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                                           Figura 7.4. Optimización del disolvente de elución 

Posteriormente, se probaron diferentes volúmenes de elución. Estos estudios 

revelaban que el volumen óptimo de elución era de 400 L, obteniéndose mejores 

recuperaciones si esta operación se realizaba en 4 etapas de 100 L (100 L x 4).  

 Finalmente, el polímero se limpia con una mezcla de MeOH y MeOH:ácido fórmico al 

1%, volviéndose a acondicionar para permitir su reutilización y poder comenzar un nuevo 

análisis. 

 Además de los disolventes señalados en el apartado anterior, también se probaron 

otros disolventes en el proceso de optimización sin obtener mejores resultados. Se enumeran 

a continuación los disolventes ensayados: MeOH:ác formico, ACN:Cloroformo, DCM:n-hexano, 

MeOH:ACN, ACN:H2O, MeOH:DCM, MeOH:H2O, MeOH:acetato de etilo, ACN:acetato de etilo, 

ACN:ácido fórmico, DCM, MeOH:ácido acético. 

 El mismo procedimiento fue efectuado con el NIPprecip para estudiar su 

comportamiento. Cuando las condiciones anteriormente descritas fueron verificadas en el 

polímero no impreso, no se detectó 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 1OHPyr.  

Validación del procedimiento en muestras de orina 

 Una vez optimizado el método con muestras sintéticas se procedió a realizar todos los 

ensayos con la muestra real de orina, tomada de niños recién nacidos, y por tanto poco 

expuestos a la contaminación por HAPs. La muestra de orina fue dopada a distintas 

concentraciones de la disolución estándar de 1OHPyr. Las concentraciones fueron 0,15 g/L, 

0,25 g/L y 2,00 g/L. 

 De la misma manera que se describía anteriormente, el MIP se acondicionó con 800 L 

de ACN. La etapa de carga se realizó con 200 L de 1OHPyr en las diferentes concentraciones 

elegidas. La etapa de limpieza se efectuó con 100 L de una mezcla de disolvente de lavado 

ACN:H2O a una composición de (95:5, v/v). El disolvente de elución estaba formado por la 

mezcla de disolventes MeOH:DCM (85:15, v/v). El volumen utilizado fue de 100 L, realizando 

en este caso en una sola elución. En estas condiciones se obtenía una recuperación del 78-90% 

con una RSD< 6,7%. No se detectó 1OHPyr en el eluato recogido procedente del NIP por lo que 

se confirmó la selectividad del polímero hacia el analito.  

La Figura 7.5 muestra dos cromatogramas, en el en primero de ellos (cromatograma A) 

la orina se inyectó directamente con 0,25 g/L de 1OHPyr. El cromatograma posterior 

(cromatograma B) representa la misma muestra tras someterse al proceso MISPE descrito con 

anterioridad. En este caso se observó una disminución considerable del frente cromatográfico 

debido a impurezas de la muestra, que sí 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 analítico desarrollado, se realizaron ensayos de precisión 

(reproducibilidad y repetibilidad) para los diferentes polímeros. Estos fueron los datos 

obtenidos en los distintos ensayos: 

 La repetibilidad del método (precisión inter-días), consistió en realizar 5 ensayos 

idénticos durante 5 días consecutivos. Para ello se doparon las muestra de orina con 0,15; 0,25 

y 2,0 g/L de 1OHPyr, realizándose el proceso MISPE en cada uno de los casos.  

 La reproducibilidad o precisión intra-días se constató en 5 muestras distintas dopadas 

con concentraciones de 0,15, 0,25 y 2,0g/L, pero los ensayos se desarrollaron en el mismo 

día.  

 Los datos obtenidos se recogen en la Tabla 7.3 
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                                     Tabla 7.3. Reproducibilidad y repetibilidad utilizandoMIPprecip 

    Concentración (g/L) Precisión (%) Recuperación (%)±SD 

Reproducibilidad 0,15 6,7 78±5 

  0,25 1,0 85.7±0.9 

  2 1,6 85±1 

Repetibilidad 0,15 6,6 78±5 

  0,25 2,5 87±2 

    2 2,7 90±3 

 

 Los datos reflejan que para el MIPprecip se obtuvo una recuperación del 78-90% con una 

RSD< 6,7%. Cuando las condiciones anteriormente descritas fueron verificadas en el polímero 

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 

% Recuperación NIPprecip 

Carga- Lavado 
92.96 

Elución 
0 

 

7.3.2.2. Proceso MISPE. Polímeros sintetizados en bloque 

Optimización del procedimiento 

 De manera análoga, se van a optimizar las diferentes etapas del proceso MISPE para el 

polímero sintetizado en bloque. De esta forma se podrá comparar el comportamiento de 

ambos polímeros.  
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 El acondicionamiento, al igual que con el polímero sintetizado por precipitación, se 

aseguró con 800 L de ACN. Posteriormente se va a optimizar tanto el volumen como la 

concentración de carga con el analito 1OHPyr. En este caso el empaquetamiento no es tan 

compacto como en el caso anterior y los disolventes atraviesan el polímero con mayor 

facilidad aunque igualmente, con ayuda del sistema de vacío. Como pasaba en el caso anterior, 

la carga de la muestra a distintas concentraciones queda completamente retenida en el 

polímero eligiéndose 0,25 g/L como concentración 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 conectó. La fracción eluida se 

recogió y se reconstituyó para ser analizada con el HPLC-FD. Se evaluaron diferentes 

volúmenes de carga del analito comprendidos entre los 50-500 L, con la concentración de 

trabajo anterior, 0,25 g/L de 1OHPyr, tras lo cual se llegó a la conclusión que el volumen 

óptimo de carga era en este caso de 150 L. 

 Siguiendo el procedimiento anterior, se optimizó la etapa de lavado para limpiar el MIP 

de las sustancias no retenidas específicamente. En este punto, se probaron los mismos 

disolventes que en el caso anterior. La Figura 7.6 muestra de manera análoga los resultados 

obtenidos cuando se carga el MIP con 150 L de 0,25 g/L de 1OHPyr y se somete a la etapa 

de limpieza. 
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Figura 7.6. Optimización del disolvente de lavado.M polímero impreso, N polímero no impreso. 

Los números 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:H2O (95:5 ,v/v). 

 Como en el caso del MIPprecip, la mezcla de disolventes formada por ACN:H2O (95:5, v/v) 

que en el caso anterior fue la elegida para seguir con la optimización del proceso, dió los 

mejores resultados. 

 Una vez seleccionado el disolvente adecuado para el lavado de la muestra, el siguiente 

paso fue la optimización del volumen de dicho disolvente, de forma que permita las mejores 

recuperaciones del analito, minimizando sus pérdidas en esta etapa. 

 Volúmenes crecientes en un intervalo de 100 a 400 L de la disolución ACN:H2O (95:5, 

v/v) son adicionadas al cartucho MISPE previamente cargado con 150 L de una disolución 

0,25 g/L de 1OHPyr. Los extractos obtenidos son analizados con el HPLC-FD, reportando que 

el volumen óptimo de limpieza era de 100 L de la mezcla de disolventes ACN:H2O (95:5, v/v). 

Ni un aumento en el volumen de disolvente ni la repetición del proceso, disminuía 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 optimización de la etapa de elución se analizó el comportamiento de distintos 

disolventes y mezclas de los mismos en distintas proporciones y volúmenes con el objetivo de 

alcanzar la máxima recuperación de analito en esta última etapa. Los disolventes utilizados 

fueron MeOH, MeOH:DCM, ACN:H2O ya probados con el MIPprecip. El volumen empleado en 

este ensayo fue de 200 L. Los resultados son presentados en la Figura 7.7. 

            

                                        Figura 7.7. Optimización del disolvente de elución 

 De igual forma que sucedía en el MIPprecip, la mayor recuperación del analito se dio con 

la mezcla de disolventes MeOH:DCM (85:15, v/v).  

 Para finalizar, se optimizó el volumen del eluyente que se añade al cartucho MISPE en 

la última etapa del proceso, con la finalidad de obtener mejores recuperaciones y por tanto, 

mejores resultados.  

 Esta optimización es llevada a cabo con volúmenes crecientes del disolvente 

MeOH:DCM (85:15, v/v). Las mayores recuperaciones fueron obtenidas con un volumen de 

150 L x 3. Era en estas condiciones cuando se obtenía una recuperación del 78,52%, un valor 

un poco inferior al obtenido cuando el proceso se realizaba con el MIPprecip con el que se 

obtenía una recuperación del 82,10%.  



EXTRACCIÓN EN FASE SÓLIDA CON POLÍMEROS DE IMPRESIÓN MOLECULAR PARA EL 1-HIDROXIPIRENO 

 

 
165 

 

 Posteriormente, el polímero se vuelve a lavar y a acondicionar para permitir su 

reutilización. 

 El mismo procedimiento fue efectuado con el NIPbloque. Cuando las condiciones 

anteriormente descritas fueron verificadas en el polímero no impreso se obtuvo que en las 

etapas previas a la elución, la pérdida de analito era del 90,91%, por lo que el MIPbloque es 

selectivo para el analito 1OHPyr. 

Validación del procedimiento en muestras de orina 

 De manera análoga al MIPprecip, se validó el método para el polímero 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 MIPbloque 

    Concentración (g/L) Precisión (%) Recuperación (%)±SD 

Reproducibilidad 0,15 8,4 71±6  

  0,25 8,4 73±7  

  2 8,8 80±8  

Repetibilidad 0,15 8,8 75±6  

  0,25 2,9 75±2  

    2 7,5 83±6   

 

 La Tabla 7.5 muestra como para el MIPbloque se obtuvo una recuperación del 71-83% 

con una RSD< 8,8%. 

 Cuando las condiciones anteriormente descritas fueron verificadas en el polímero no 

impreso los resultados fueron los recogidos en la Tabla 7.6. 
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                           Tabla 7.6. Resultados con el polímeros no impreso 

% Recuperación NIPbloque 

Carga- Lavado 92,380 

Elución 0 

 

 El polímero no es capaz de retener el analito, eliminándose más del 92 % del presente 

en la muestra. Puede concluirse, por tanto, que el MIPbloque es selectivo para el analito 1OHPyr.  

7.3.2. Estudios de selectividad 

 La completa confirmación de la capacidad de impresión incluye el estudio de la 

selectividad del polímero. Esta fue llevada a cabo analizando la capacidad de unión del MIP en 

presencia de otras sustancias con estructuras análogas a las del 1OHPyr como fueron los 

isómeros hidroxilados del fenantreno mostrados en la Figura 7.8. 

1OH Fenantreno 2OH-Fenantreno 3OH Fenantreno 4OH Fenantreno 

 
   

 

                              Figura 7.8. Isómeros del derivado hidroxilado del fenantreno 

 

 La elección de los derivados hidroxilados del Phe tuvo en cuenta la similitud estructural 

con el 1OHPyr y su menor tamaño, además de estar presentes junto con el analito en la 

mayoría 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 exposición de HAPs en fumadores que el 1OHPyr, son mejores candidatos cuando el 

estudio de biovigilancia comprende fumadores y no fumadores, o la exposición a la inhalación 

es específica para Phe en determinados ambientes industriales. Por otro lado, las dietas ricas 
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en HAPs causan una elevada excreción de los metabolitos del Phe en orina. Consecuentemente 

han sido utilizados para la biomonitorización de los HAPs en la dieta [33, 119]. 

 El fenantreno es un compuesto formado por tres anillos aromáticos que se metaboliza 

en el organismo a hidroxifenantreno en sus distintos isómeros, siendo excretados por el 

organismo a través de la orina. Al estar presente en este medio junto con el 1OHPyr, estos 

pueden determinarse conjuntamente aportando información adicional de exposición a HAPs 

[99, 355]. Los HAPs requieren activación metabólica para expresar su carcinogénesis y los 

metabolitos del fenantreno pueden servir para evaluar dicha activación, incrementándose, por 

tanto, en los últimos años los métodos que determinan simultáneamente el 1OHPyr con 

dichos compuestos [33, 338]. 

Para llevar a cabo este estudio de interferencias, se trató de optimizar el método 

cromatográfico para realizar la separación de los isómeros del fenantreno, intentando 

solventar con ello, los problemas de coelución que son reportados en la bibliografía consultada 

[125, 386-389].  

 Aplicando el método cromatográfico utilizado para el 1OHPyr, los tiempos de 

retención para cada uno de los isómeros aparecían muy próximos entre sí, situándose la 

elución de los cuatro entre los 2,2, y 2,5 minutos, lo que impedía la cuantificación conjunta. Se 

intentó desarrollar un método cromatográfico que permitiese la separación de los picos, 

modificando los parámetros anteriormente optimizados para el 1OHPyr.  

 Manteniendo la misma columna y las mismas longitudes de excitación y emisión, se 

modificó la velocidad de flujo, (0,6; 0,8; 1,2 y 1,4 mL/min), sin conseguir la cuantificación 

individual de los compuestos.  

 Se probaron distintas proporciones de fase móvil, manteniendo el régimen isocrático, 

observando que un porcentaje de agua muy elevado permitía retardar los tiempos de 
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retención de los compuestos, partiendo de una composición MeOH: H2O de 50:50, v/v, para ir 

aumentado la proporción de agua hasta el 100% sin conseguir solventar los problemas de 

coelución. La variación en la composición de dicha fase móvil, como ACN:H2O, MeOH:ACN o 

ACN:MeOH tampoco mejoró el resultado, sin dar una solución 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 separación de los isómeros del Phe 

t (min) H2O (%) MeOH (%) 

0 50 50 

15 40 60 

20 35 65 

 

 Con estas condiciones se obtuvo el cromatograma de la Figura 7.9. Los picos 

cromatográficos se corresponden de menor a mayor tiempo de retención con 3-OHPhe, 4-

OHPhe, 2-OHPhe, y 1-OHPhe.  

      

                       Figura 7.9. Cromatograma de los isómeros del Phe  
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 A la vista de los resultados, y de acuerdo con la bibliografía, hasta el momento no se ha 

logrado la separación cromatográfica de los cuatro isómeros conjuntos del Phe, debido a la 

coelución de los mismos. Por ese motivo, el procedimiento MISPE optimizado se realizó de 

manera individual.  

 Por lo tanto, debido a que los derivados hidroxilados presentan problemas de 

coelución, el proceso MISPE se llevó a cabo individualmente con cada uno de los isómeros 

[118, 360, 388]. 

 Los estudios de interferencias se realizaron exclusivamente para los polímeros de 

impresión molecular sintetizados por precipitación dado que este MIP ofreció los mejores 

resultados de unión con el analito que el MIPbloque. Para ello, se prepararon disoluciones de 

0,25 g/L de cada analito partiendo de las disoluciones estándar. 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 elución.  

 

Figura 7.10. Selectividad de los isómeros del OHPHe con el 1OHPyr. La fracción no retenida se 

representa en color azul, la fracción de limpieza en color rojo y la eluída en color verde. 

 A la vista de la Figura 7.10, puede sostenerse, por tanto, que el MIPprecip muestra un 

alto grado de reconocimiento específico hacía el 1OHPyr, mucho mayor que el que 

presentaban los distintos metabolitos del Phe. Esto es debido al tamaño, forma y 

estereoquímica de las cavidades impresas. Sin embargo, la presencia del grupo hidroxilo en la 
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posición 1, exhibió un mayor grado de reconocimiento que los demás isómeros por los sitios 

de unión y una mayor competitividad con el 1OHPyr. Esto se deduce al advertir la presencia 

del 1OHPyr coeluyendo en la etapa de lavado junto con el 1OHPhe. 

 Consecuentemente, la ausencia del grupo hidroxilo en la posición 1 (los demás 

isómeros) representa una mayor diferencia de unión con el 1OHPyr, ya que no se observó 

presencia de analito en la etapa de lavado. En estos casos, se deduce que existen mayores 

diferencias de unión entre los analitos y el MIP. Además, el menor tamaño de los isómeros del 

Phe respecto al 1OHPyr, denota que se implementan fácilmente dentro de los sitios de unión 

del polímero exhibiendo una buena unión con el MIP comparable con la unión del 1OHPyr. Sin 

embargo, a la vista de los resultados mostrados en la Figura 7.10, esto no afecta 

significativamente los valores de recuperación del 1OHPyr cuyo rango de recuperación 

estuvieron entre el 80-91%. 

 Por otro lado, los cuatro isómeros del fenantreno se dispusieron junto con el analito 

1OHPyr, sometiéndose el procedimiento MISPE previamente descrito para el MIPprecip. Aunque 

la cuantificación individual no fue posible, sí que se observó que la presencia de los isómeros, 

no afectaba la recuperación del analito 1OHPyr, obteniéndose unas recuperaciones del orden 

de 82,8% en la etapa de elución. 

 En la Figura 7.11 se muestra un cromatograma donde puede observarse como la 

presencia de los isómeros no dificultaba la determinación del 1OHPyr.  
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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 isómeros de los compuestos 

hidroxilados del Phe no interfiere en la detección del 1OHPyr en el proceso MISPE, podemos 

decir, por tanto, que el MIP es específico para el 1OHPyr, pudiendo retener en menor medida 

a los demás.  

7.3.3. Comparación 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 partículas C-

18 en vez de con los polímeros impresos. Para llevar a cabo la comparación de los resultados 

se tuvo en cuenta su mayor semejanza con el polímero sintetizado en bloque y se aplicaron de 

manera análoga esas condiciones. 

 Se tomaron 150 L de una muestra de 0,25 g/L de 1OHPyr 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 fracción recogida tras la etapa de carga se observó la 

presencia del analito en un 16%, es decir, no se retuvo el 84% del analito cargado. 

 La etapa de limpieza se realizó con 100 L de la mezcla de disolventes ACN:H2O (95:5, 

v/v), en este caso el analito no retenido supuso el 35,5% del total. 

1OHPyr 

1OHPhe, 

2OHPhe, 

3OHPhe y 4 

OHPhe  
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 El eluato obtenido tras la etapa elución realizada con 100 L de MeOH:DCM (85:15, 

v/v) dio una recuperación del 23,2 % del analito total, confirmando la mejora introducida en el 

tratamiento de muestra utilizando el MIP. El empleo de los polímeros de impresión molecular 

para realizar un MISPE añade una gran selectividad hacía el analito de interés.  

7.4. CONCLUSIONES 

 A la vista de los resultados obtenidos se puede concluir: 

 En este estudio se han empleado distintos MIP como material adsorbente en un 

proceso MISPE para la determinación de metabolitos hidroxilados de los HAPs. Una 

vez los parámetros del MISPE fueron optimizados, el procedimiento fue validado 

empleando muestras de orina humana.  

 Se ha desarrollado una nueva metodología eficaz de tratamiento de muestra y 

extracción selectiva mediante el procedimiento de extracción en fase sólida, 

empleando polímeros de impresión molecular para la determinación del 1OHPyr 

(MISPE-HPLC-FD). Los polímeros impresos como material adsorbente selectivos para el 

1OHPyr, han demostrado una alta selectividad hacia el analito de interés, 

evidenciando la creación de cavidades específicas para el reconocimiento del 1OHPyr.  

 Los MIP han permanecido estables durante todos los ensayos aun siendo sometidos a 

procesos agresivos de limpieza. 

 Se ha comparado el comportamiento de dos polímeros sintetizados de distinta 

manera, comparando sus resultados tras el proceso MISPE. Los métodos fueron 

validados ofreciendo unas altas recuperaciones, bajos límites de detección, buenos 

resultados de repetitividad y reproducibilidad, además de suministrar una gran 

especificidad en la determinación del 1OHPyr. Finalmente se ha comparado la 

recuperación de analito en estos polímeros y en un cartucho comercial C-18. 
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 El método admite una mínima manipulación de las muestras, siendo rápido y sencillo, 

permitiendo el análisis rutinario del compuesto 1OHPyr. Aunque la separación 

cromatográfica de los metabolitos del fenantreno no se pudo llevar a cabo, el MIP 

mostró un alto grado de reconocimiento específico hacia el 1OHPyr, sin que la 

presencia de otros compuestos llega a interferir en la detección del analito.  

 El método de polimerización por precipitación dio mejores resultados debido a la 

geometría y homogeneidad de los sitios de unión con el analito respecto al sintetizado 

en bloque, además de que con el MIPprecip se evitó la manipulación del polímero sin 

necesidad de tener que tamizar ni triturar, evitando pérdidas y tiempo de preparación 

del material adsorbente. Este polímero mejoró sensiblemente las propiedades del MIP 

sintetizado en bloque. 

 Los resultados mostrados ponen de manifiesto que el material MIPprecip como material 

adsorbente es muy adecuado para la extracción y limpieza del 1OHPyr en muestras de 

orina. La reducción del tamaño de los cartuchos de extracción lleva asociado además 

diversas ventajas, simplificando el proceso global, como son un menor coste y menor 

generación de residuos al emplearse pequeñas 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 

más efectivo que puede ser satisfactoriamente aplicado para extracción del 1OHPyr. 

Por otra parte, se han demostrado las ventajas del MIP como absorbente dando una 

mayor especificidad frente a los adsorbentes tradicionales.  

 En la bibliografía sólo se han encontrado dos trabajos que empleasen los MIP para la 

determinación de HAPs [235, 301], siendo este trabajo el primero que emplea un 

polímero impreso para determinar metabolitos en la orina. Los resultados tanto de 
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reproducibilidad como de sensibilidad y recuperación obtenidos indican que el método 

descrito puede ser empleado en estudios de biovigilancia. 
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8. PROCEDIMIENTO FIA PARA EXTRACCIÓN Y PRECONCENTRACIÓN DE 1-

HIDROXIPIRENO CON POLÍMEROS DE IMPRESIÓN MOLECULAR 

8.1. INTRODUCCIÓN 

 En este capítulo, se presenta un sistema FIA-MISPE que emplea un polímero de 

impresión molecular empaquetado en una microcolumna para la preconcentración y 

aislamiento del 1OHPyr en orina con detección de fluorescencia. La preconcentración del 

analito estará basada en la retención específica existente entre el MIP y el 1OHPyr. Hasta el 

momento y revisada la bibliografía, no se ha encontrado ningún artículo donde esta 

metodología haya sido aplicada al analito de interés, suponiendo éste un método rápido y 

novedoso para la preconcentración y determinación del 1OHPyr en estas muestras de orina. 

 Como se ha puesto de manifiesto en capítulos anteriores, en los últimos años, se han 

publicado numerosos métodos analíticos para la determinación del 1OHPyr y otros 

metabolitos de los HAPs. Sin embargo, además de los avances realizados en el desarrollo de 

nueva instrumentación, los cambios más importantes se han producido en los recientes 

enfoques con los que se ha afrontado el tratamiento de muestra en el análisis de trazas en 

matrices complejas. Las nuevas estrategias tienden a buscar procedimientos más selectivos de 

extracción y a potenciar la automatización y el acoplamiento a las técnicas cromatrográficas 

[133, 239]. Todo ello, intentando que la extracción de los analitos se realice en el menor 

tiempo posible, evitando la manipulación de la muestra y minimizando las cantidades de 

disolventes a utilizar. En este contexto, las técnicas de análisis en flujo proveen mejoras que 

hacen posible conseguir los objetivos marcados por las nuevas tendencias en la Química 

Analítica [390, 391]. El desarrollo de métodos automatizados de análisis permite disminuir los 

errores resultantes de la intervención humana. Con ello, se consigue mayor reproducibilidad 

en la medida, menor cantidad de reactivos necesarios y tiempos de análisis más cortos, 
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además de poder abarcar un mayor número de determinaciones con un mayor beneficio tanto 

económico como medioambiental. 

 De un modo general, los sistemas en flujo se pueden clasificar, según el proceso de 

muestreo, en continuos y discretos, y según las características del flujo, en segmentados, no 

segmentados o monosegmentados. La clasificación según la IUPAC [392] se resume en la 

Figura 8.1. 

 

Figura 8.1. Clasificación de los sistemas en flujo (IUPAC). CFA: flujo continuo multisegmentado. 

FIA: análisis por inyección en flujo. LC: cromatografía líquida. MSFA: análisis en flujo 

monosegmentado. SIA: análisis por inyección secuencial 

 

 A continuación se describen brevemente los fundamentos de los distintos sistemas de 

flujo presentados en la Figura 8.1: 

 Análisis en flujo multisegmentado (CFA): En estos sistemas las muestras se aspiran 

secuencialmente y son segmentadas por burbujas de aire. Esta segmentación permite 

favorecer el mezclado de las disoluciones tanto de reactivos como de muestras, 

aislándolas de la disolución portadora [393]. 
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 Análisis por inyección en flujo (FIA): Las muestras se procesan individualmente Se basa 

en la inserción de una alícuota en un flujo de una disolución portadora que la conduce 

hasta el detector.  

 Análisis en flujo monosegmentado (MSFA): La muestra se introduce entre dos burbujas 

de aire, formando un monosegmento. Permite minimizar la dispersión, en relación con 

el sistema FIA. Se emplea cuando la cinética de la reacción es lenta [394]. 

 Análisis por inyección secuencial (SIA): Las disoluciones se introducen en el sistema 

analítico de forma secuencial. Esto se controla mediante un software especializado, 

con ayuda de una válvula multipuertos [395]. 

 Análisis por inyección multiconmutación: Utiliza como dispositivo fundamental 

válvulas solenoides de 3 vías. Ofrecen la posibilidad de determinar diferentes analitos 

en condiciones diversas manteniendo la estructura del módulo constante [396]. 

El trabajo presentado en este capítulo propone un sistema de análisis de inyección en 

flujo (FIA). Los métodos de inyección en flujo o FIA son métodos automáticos en flujo continuo 

no segmentado, que se basan en la introducción y el procesamiento de la muestra en una 

corriente continua de una fase líquida en la que ésta se introduce [397]. La corriente se 

mantiene con la ayuda de un modulo de impulsión del fluido. Esta corriente portadora 

confluye con la corriente de reactivo transportándose a través de un sistema de conducciones 

de pequeño diámetro 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, 

precisión, rapidez y sencillez, los sistemas FIA han sufrido un gran desarrollo aplicándose a un 

gran número de metodologías analíticas. 
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 Las características principales de un sistema FIA son: 

 Flujo no segmentado por burbujas de aire. 

 La muestra líquida es inyectada directamente al flujo. 

 Se realiza un transporte de la muestra inyectada a través de un sistema de canales en 

los cuales puede llevarse a cabo un proceso físico-químico. 

 La señal que proporciona el detector es transitoria. 

 Entre sus ventajas más destacadas se encuentran la rapidez, simplicidad de su 

configuración, su fácil manejo y flexibilidad, además de su bajo coste y robustez [390]. Entre 

sus desventajas destaca el recalibramiento del sistema debido al deterioro del material [400].  

 Los componentes básicos del sistema se pueden consultar en la Figura 8.2 y son 

descritos a continuación: 

 

   

                                 Figura 8.2. Sistema de análisis por inyección en flujo  

  

 Unidad de propulsión: que establece un flujo de caudal constante ausente de impulsos 

y perfectamente reproducible. Se suele emplear una bomba peristáltica que básicamente 

consiste en un tambor que contiene una serie de rodillos que comprimen un tubo flexible lo 
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que provoca un vacío que ayuda a transportar el líquido. El detalle del funcionamiento de la 

bomba peristáltica puede consultarse en la Figura 8.3 [401].  

 

                  

                     Figura 8.3. Unidad de propulsión. Cabezal de bomba peristáltica [401]   

 Sistema de inyección: cuya misión será introducir una cantidad definida de muestra en 

la corriente del portador. Se suelen emplear las válvulas rotatorias de seis vías. Han de ser 

sistemas muy reproducibles en cuanto a volúmenes de carga, a la vez que rápidos y de fácil 

manejo así, como tener una aceptable capacidad de automatización.  

 El funcionamiento de la válvula rotatoria de seis puertos para las dos posiciones, de 

carga y de inyección se describe a continuación en la Figura 8.4 [402]. 

 

Figura 8.4. Válvula de 6 vías. La válvula en posición A representa la posición de carga, mientras 

que la válvula en la posición B representa la posición de inyección [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 teflón o polipropileno, resistentes tanto a los reactivos como a temperaturas 

agresivas. Los sistemas de transporte se dividen en tubos, conectores y reactores. En estos 

últimos es donde se dan los procesos físico-químicos, base del método analítico. Están 

diseñados en diferentes formas (rectos, espiral, helicoidal) con o sin relleno. En este último 

caso, la estrategia que ha despertado un gran interés en los últimos años 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 sólida presenta una serie de ventajas analíticas 

respecto a los sistemas homogéneos en disolución. Entre ellas destaca el aumento en la 

sensibilidad analítica y en la velocidad de inyección, derivadas de una menor dispersión sufrida 

por la muestra. Esto es así porque la transferencia radial de masas en un lecho empaquetado 

es mucho más intensa. El incremento de la sensibilidad se debe también a que los reactivos 

están preconcentrados, lo que se traduce en un aumento de la señal analítica. La espiral de 

reacción, en este caso, sin reacción química, hace referencia a reactores donde la interacción 

con la muestra se limita a un proceso físico-químico de adsorción, extracción o enlace 

electroestático, sin alteración química de la especie retenida para tareas de preconcentración 

del analito y eliminación de interferentes [403]. 

 Las condiciones del soporte de inmovilización que deben reunir para su uso en FIA 

serían: 

 Tamaño de partícula adecuado que permita el flujo libremente para poder trabajar a 

presiones adecuadas. 

 Estabilidad mecánica. 

 Inercia química frente al portador y reactivos. 
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 Sistema de detección: como cualquier sistema de detección, transforma la señal del 

analito en energía. La señal analítica que se obtiene en un sistema FIA se denomina fiagrama, y 

es una representación de dicha señal medida frente al tiempo.  

 Para que resulte adecuado en FIA, un detector tiene que reunir una serie de 

características, como puede ser su bajo nivel de ruido, dar una señal independiente del caudal, 

además su respuesta debe ser rápida (ya que miden en flujo), sensible y lineal en un amplio 

margen de concentración. 

 En respuesta a la necesidad de automatizar el pretratamiento de la muestra, se han 

planteado varios procedimientos FIA para el análisis de HAPs. En ellos se suele incluir una 

microcolumna de diversos rellenos (nanotubos de carbono, polímeros de coordinación, fase 

estacionaria C-18) o llevando a cabo una reacción luminiscente [404-409]. Sin embargo, 

existen muy pocos para la determinación de los metabolitos hidroxilados. Por ejemplo, por 

citar algunos, se han propuestos análisis fluorimétricos sobre soporte sólido para la 

determinación de 1OHPyr 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 inyección directa de las 

muestras de orina, determinar 1OHPyr [411].  

 Se han montado sistemas de columnas on line acopladas a HPLC multiconmutacionales 

para determinar en orina los isómeros monohidroxilados del B[a]Pyr [353] ó 1OHPyr [347]. En 

sistemas off line se han realizado SPE para la extracción y cuantificación del 3-hidroxibenzo 

[a]pireno [252, 301], incluso se ha optimizado un sistema Rapid Trace® en SPE para la medición 

de 23 metabolitos de HAPs en muestras de orina [312]. 

 Siguiendo esta tendencia, se ha descrito un método de inyección en flujo basado en la 

extracción en fase sólida para la preconcentración y determinación del 1OHPyr en muestras de 
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orina, empleando un polímero de impresión molecular (MIP) como material adsorbente. 

Comparado con los materiales tradicionales, los MIP han demostrado ser más efectivo y han 

sido satisfactoriamente aplicados para la preconcentración y el aislamiento de analitos en 

muestras complejas en los últimos años [135, 137]. Por otro lado, las técnicas en flujo son 

técnicas rápidas, 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 METODOLOGÍA 

8.2.1. Detección fluorimétrica 

 Para la detección fluorimétrica se utilizó un espectrofluorímetro Perkin Elmer LS 55 

controlado por el software FL WinLab. El espectrofluorímetro consiste en una fuente de luz de 

excitación que puede ser una lámpara de UV o láser y un juego de lentes para dirigir el haz de 

luz hasta el monocromador de excitación, que es el que selecciona la longitud de onda de luz 

que incidirá en la muestra. Una vez esta luz ha interaccionado con la muestra, la radiación 

emitida llega al monocromador de emisión y posteriormente es capturada por un detector que 

la procesa y la envía a un ordenador, donde un software procesa la señal. De esta forma se 

obtienen los espectros de absorción y emisión de un material luminiscente.  

 El espectro de excitación se obtiene fijando la longitud de onda de emisión en el 

monocromador de emisión y se hace un barrido en un intervalo de longitudes de onda para 

encontrar el valor óptimo que servirá para excitar la muestra. Para obtener el espectro de 

emisión, se fija la longitud de onda en el monocromador de excitación y se hace un barrido en 

un intervalo de longitudes de onda para determinar los picos característicos de emisión del 

material.  

 La intensidad de fluorescencia fue medida a ex=242 y em=388 con una anchura de 

rendija de 2,5 nm tanto de excitación como de emisión ajustando la señal/ruido y mejorando 
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la resolución de la señal. El pico detectado es cuantificado en un fiagrama que es la 

representación gráfica de la intensidad de la señal frente al tiempo.  

8.2.2. Configuración del sistema FIA 

 La configuración del sistema FIA se dispuso como muestra la Figura 8.5.  

 

Figura 8.5. Esquema del montaje del sistema FIA para la determinación del 1OHPyr. Las 

disoluciones empleadas fueron A= ACN, B: mezcla de ACN:H2O en proporción (95:5,v:v) y C: 

mezcla de MeOH:DCM en proporción (85:15, v:v) 

 

 La microcolumna fue preparada con 11,3 mg de polímero MIP (la fracción de tamaño 

de partícula elegida correspondía a un intervalo de entre 50-100 m), sintetizado en bloque y 

empaquetado con ayuda de una jeringa en un tubo de 1,8 cm de longitud y 0,8 de diámetro de 

politretafluoroetileno (PTFE). En el sistema FIA, la corriente de flujo fue generada por una 

bomba peristáltica (minipuls 2 Gilson) a una velocidad de 1 mL/min y las muestras fueron 

introducidas a través de una válvula rotatoria de 6 canales (Omnifit, Cambridge) provista de un 

bucle de 250 L de capacidad. Un tubo de 0,8 mm de diámetro interno conectó la válvula, la 
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microcolumna y la célula de flujo que estaba situada dentro del compartimento del 

espectrofluorímetro.  

 Se preparó de igual forma una microcolumna conteniendo el NIPbloque para estudiar la 

selectividad del polímero para el 1OHPyr. 

 La Figura 8.6 muestra una fotografía tomada en el laboratorio de la disposición del 

montaje y de la célula de flujo que se encontraba dentro del espectrofluorímetro. 

 

Figura 8.6. Esquema del montaje FIA. Célula de flujo (Quartz Suprasil ®) de 150 μL empleada 

en el montaje FIA 

 

8.2.3. Procedimiento FIA 

 Una vez preparado el montaje FIA, el procedimiento comenzó con un flujo del 

portador (ACN) a una velocidad de 1 mL/min que atravesaba la microcolumna empaquetada 

con el polímero MIPbloque  hasta conseguir una línea base estable. En ese momento 250 L de 

muestra era inyectada en el sistema a través de la válvula de inyección. Los analitos quedaban 
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entonces retenidos en el polímero de la columna. Se llevó a cabo una etapa de limpieza con 

una solución portadora de una mezcla ACN:H2O (95:5, v:v). La elución se realizó empleando 

como disolución 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 espectrofluorímetro. El pico detectado, debido al paso del 

analito a través de la célula de flujo, fue medido y cuantificado. Cuando la señal de 

fluorescencia retorna a la línea base, el sistema queda listo para la siguiente determinación. 

8.2.4. Proceso FIA en muestras de orina 

 El método optimizado fue aplicado en la determinación de 1OHPyr en orina de niños 

recién nacidos dopadas a la concentración requerida. Para ello se tomó 1 mL de muestra de 

orina libre de HAPs, la cual se dopará con las concentraciones adecuadas de 1OHPyr. La orina 

fue previamente filtrada con un filtro Whatman PPW/GMF con un tamaño de poro de 0,45 

m. La muestra se inyectó en el bucle de inyección de 250 L a un flujo de 1mL/min, 

procediéndose a llevar a cabo las etapas de lavado y elución anteriormente optimizadas. 

8.3. DISCUSIÓN DE LOS RESULTADOS 

8.3.1. Optimización del método fluorimétrico 

 Para la optimización de las variables del método fluorimétrico, se tuvieron en cuenta 

las longitudes de onda reportadas en el anterior capítulo 5, eligiéndose por tanto longitudes de 

onda de excitación y emisión de ex=242 nm y em=388 nm. 

 El siguiente parámetro a optimizar fue la anchura de la rendija del monocromador. La 

mejor resolución del la señal del pico se deba con una anchura tanto de excitación como de 

emisión de 2,5 nm. Se probaron distintas anchuras de la señal en rangos de 0 a 2,5 nm, tanto 

para la anchura de emisión como la de excitación, obteniéndose la mejor resolución con el 

valor de 2,5 nm para las dos anchuras del monocromador. 
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8.3.2. Optimización de las etapas del proceso FIA 

 Previamente al sistema FIA desarrollado y optimizado (Figura 8.4) se probaron otros 

diseños que incluían el polímero dentro de la célula de flujo [412, 413]. 

 Para estos ensayos, se empaquetó el polímero integrado en la célula de flujo, se 

taponó con una red de nylon la salida del polímero para evitar que la corriente arrastrase las 

partículas del polímero hasta el detector.  

 El primer polímero empaquetado se correspondió con el MIP realizado por 

precipitación. Los primeros ensayos se llevaron a cabo inyectando una muestra de 100 g/L de 

una disolución estándar de 1OHPyr en ACN. De esta forma se obtuvo una señal fluorimétrica 

que no volvía a ser reproducible, seguramente debido a que el flujo de portador hacía 

compactar el empaquetamiento del MIP impidiendo el paso óptico de luz en las posteriores 

medidas sin que la señal pudiese llegar al detector. El pequeño tamaño de las partículas 

formadas por precipitación, probablemente impedían el paso óptico de la luz. Teniendo esto 

en consideración, se probó con el polímero en bloque incluyendo en el empaquetamiento 

partículas de vidrio de poro controlado CPG (glass controled pore) junto con el MIP en la 

misma proporción (50:50). Se probaron diferentes proporciones en la relación MIP:CPG como 

fueron 80:20, 60:40, 40:60. De igual forma se probó pero con las partículas del MIP sintetizado 

en bloque mezclados con CPG en las mismas proporciones anteriores sin conseguir la 

reproducibilidad de las medidas por lo que se desestimó esta línea de investigación, centrando 

el trabajo en el empaquetamiento del MIP en una microcolumna externa al sistema detector. 

 Se llevó a cabo el ensayo de diferentes configuraciones del montaje FIA, así como la 

optimización de las distintas variables que pudiesen influir en dichos sistemas, tanto químicas 

como hidrodinámicas (velocidad de flujo, volumen de inyección…), siempre con el objetivo de 

buscar la sencillez del procedimiento 
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 Primeramente se estudió el MIPbloque y  se optimizó el tamaño de partícula de la 

microcolumna. Para llevar esto a cabo se prepararon distintas microcolumnas rellenas con 

distinto tamaño de partícula, observándose que partículas de un tamaño inferiores a 50 m 

producían sobrepresiones en el sistema, mientras que partículas cuyo tamaño era superior a 

100 m conducían a picos de fluorescencia demasiado anchos. La microcolumna se 

empaquetó entonces con el polímero MIPbloque con un tamaño de partícula comprendido en 

ese intervalo. El polímero 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 preparó de la misma forma y con las mismas características otra 

micrcolumna rellena con el NIPbloque. De esta forma se podía estudiar la selectividad del 

polímero impreso frente al no impreso, solamente cambiando las columnas en el sistema. Se 

muestra a continuación, en la Figura 8.7, una fotografía tomada en el laboratorio mostrando el 

empaquetamiento de la columna conteniendo el MIPbloque.  

 

                                   

                Figura 8.7. Detalle de la microcolumna empaquetada con el MIPbloque 

 Otros parámetros que se tuvieron en cuenta a la hora de optimizar el procedimiento 

fueron: 

 Volumen de inyección de muestra: Su optimización influirá sobre la dispersión. Se 

probaron bucles de distintos tamaños tales como 100, 250, 400 y 500 L. Se observó 

que el uso de un volumen de 250 L no provocaba un aumento en la dispersión de la 

señal. El bucle se realizó con un tubo de PTFE de 50 cm de longitud y 0,8 mm de 

diámetro interno.  
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 Caudal o velocidad de flujo: al aumentar éste, disminuía la dispersión y la anchura de 

pico. El estudio de la velocidad de flujo reveló que la señal aumentaba a flujos altos. 

Para la optimización del caudal se ensayaron varias velocidades de flujo comprendidas 

en el intervalo 0,1-1 mL/min, siendo éste último el que proporcionaba una mejor señal 

analítica. 

 Longitud de los tubos: parámetro relacionado con la dispersión. Se ajustaron las 

longitudes de los sistemas de transporte para que la medida fuese rápida y se 

obtuviese una buena señal analítica. Se comprobó que según aumentaba la longitud 

de los tubos, aumentaba la dispersión de la señal.  

 La reproducibilidad de las medidas se veía mejorada si previamente al montaje, las 

diferentes disoluciones eran desgasificadas en un baño 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 señal una vez que ésta llega al 

detector.  

 Disolvente de extracción: Para optimizar los disolventes del proceso de extracción se 

tuvieron en cuenta los pasos previos de optimización de los disolventes de 

acondicionamiento, carga, limpieza y elución tanto para el MIP como para el NIP que 

se obtuvieron en el capítulo 7. De acuerdo con esto, el disolvente utilizado como 

porógeno durante la polimerización era el más indicado para acondicionar el MIP, ya 

que es el más adecuado para permitir la unión del 1OHPyr en los sitios específicos de 

reconocimiento formados en el polímero. Para asegurar la completa eliminación de los 

interferentes que pudiesen quedar retenidos no específicamente sobre la 

microcolumna rellena por el MIP, se hizo pasar una disolución de lavado con la mezcla 

ACN:H2O (95:5, v/v). Por último, el disolvente de elución era optimizado de acuerdo 

con su habilidad para romper las interacciones entre el analito y el polímero. La mezcla 
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del disolvente polar prótico MeOH y el polar aprótico, DCM, en proporción de volumen 

(85:15, v/v) fue la elegida para eluir el analito de la microcolumna.  

 Diferentes concentraciones de 1OHPyr (10 a 400 g/L) en ACN son preparadas para 

evaluar la concentración del analito en la etapa de carga. Después de esto, se prueban 

diferentes volúmenes de muestra (100, 250, 400 y 500 L) y velocidad de flujo (0,2 a 1 

mL/min). Finalmente, valores de 250 L de una concentración 100 L/L fue 

considerada como óptimas para llevar a cabo el proceso de carga. Los mejores 

resultados se obtuvieron cuando el proceso FIA se realizó 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. Volúmenes mayores de 250 L 

aumentaban la dispersión de la señal, mientras que volúmenes inferiores 

incrementaban la dilución de la muestra, disminuyendo la señal obtenida. Por otra 

parte, velocidades inferiores, ocasionaban una dispersión muy acusada, con picos 

anchos y mal definidos. En las condiciones optimizadas, la respuesta de la señal se 

producía 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 1OHPyr empleando las 

microcolumnas MIP y NIP en el sistema FIA. La elevada intensidad de fluorescencia obtenida 

en la señal correspondiente a la elución del 1OHPyr de la microcolumna formada por el MIP 

revela una alta captación del polímero por el analito comparado con el NIP. En el sistema FIA 

formado por la microcolumna conteniendo el NIP, el 1OHPyr no fue retenido, fluyendo junto 

con la disolución portadora y produciendo un bajo incremento de la intensidad de 

fluorescencia, que inmediatamente retornaba a la línea base. En el sistema FIA-MIP después 

de inyectar la muestra, el 1OHPyr queda totalmente retenido en el MIP, no observándose un 

incremento de la intensidad de fluorescencia. Seguidamente, cuando el eluyente atravesaba la 

microcolumna, se producía un rápido incremento de la señal que declinaba después de 
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alcanzar el máximo. Finalmente, la disolución portadora vuelve a atravesar el sistema otra vez, 

recuperando la línea base y regenerando el sistema para el próximo ensayo.  

 

Figura 8.8. Perfil de respuesta del sistema FIA para la disolución estándar de 1OHPyr (100 g/L) 

empleando una microcolumna conteniendo el NIP (1) y microcolumna conteniendo el MIP (2)  

 

8.3.3. Aplicación del proceso FIA en muestras de orina. Validación del método 

 Las disoluciones de trabajo fueron preparadas dopando muestras de orina de recién 

nacidos con concentraciones crecientes de 1OHPyr en un rango de 10 a 400 g/L, de acuerdo a 

valores analizados en sujetos expuestos ocupacionalmente [379]. 

 La Figura 8.9 muestra la respuesta de la señal de la muestra sin microcolumna (1), la 

respuesta de la señal observada cuando se emplea el sistema FIA-MIP en la etapa de lavado (2) 

y en la etapa de elución (3). 
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Figura 8.9. Perfiles de respuesta del sistema FIA para el 1OHPyr (400 g/L). Señal para 

muestras de orina sin columna (1), y empleando la microcolumna conteniendo el MIP: etapa de 

lavado (2) y etapa de elución (3) 

 Se evaluaron a continuación las características analíticas del proceso. La curva de 

calibrado fue construida preparando muestras de orina de recién nacidos dopadas con 

concentraciones conocidas de disolución estándar de 1OHPyr en un intervalo de 10 a 400 g/L. 

La recta de calibrado obtenida sería la siguiente: y = 149,32 x + 72, con un coeficiente de 

correlación (R2) de 0,996. Los valores de LOD y LOQ fueron calculados a 3 y 10 en relación 

señal-ruido, respectivamente. El LOD obtenido fue de 3,1 g/L y el LOQ fue 10,5 g/L. La 

precisión en términos de RSD fue menor de 4,6%.  

 El método optimizado fue aplicado satisfactoriamente para la determinación del 

1OHPyr 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 precisión del método fue evaluada con RSD en términos de reproducibilidad y repetibilidad. 

Los porcentajes de recuperación y precisión son mostrados en la tabla 8.1. 

 

                            Tabla 8.1. Estudio de repoducibilidad y repetibilidad del método FIA-MIP 

    Concentración (g/L) Precisión (%) Recuperación (%)±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 tomó primeramente una disolución de 1 

mL que contenía al 1OHPyr junto con cada uno de los cuatro isómeros del fenantreno 

(1OHPhe, 2OHPhe, 3OHPhe y 4OHPhe) a una concentración de 100 g/L en ACN. Se inyectaron 

250 L al bucle de inyección a una velocidad de 1 mL/min.  

 En el procedimiento FIA, al no existir separación cromatográfica, el estudio de las 

interferencias se realizó comparando la señal obtenida para la muestra dopada con la 

disolución de 1OHPyr y la obtenida cuando también estaban presentes los isómeros de los 

hidroxilados del fenantreno. En este caso, la señal de emisión aumentaba respecto a la señal 

del 1OHPyr sola. Este hecho abre la posibilidad de poder aplicar este procedimiento como 
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método de cribado para la detección de la exposición a los HAPs, debido a que tanto el 1OHPyr 

como los OHPhe suelen estar presentes en la orina de la población expuesta. 

Los sistemas FIA a los que se acoplan los sistemas de on-line de extracción de fase 

sólida para determinar HAPs no están muy extendidos. En este sentido, se han investigado 

polímeros de coordinación como sorbentes en métodos de inyección 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 partículas de C-30, fase 

estacionaria C-18 o lana de vidrio para determinar HAPs en suelos. [407]. Por otro lado, sólo se 

han publicado dos trabajos en los cuales se ha utilizado polímeros de impresión molecular para 

la determinación de metabolitos hidroxilados. Uno de los trabajos describe el empleo de un 

MIP para la extracción de los derivados de los PAHs entre los que incluye el 1OHPyr en 

muestras de suelo [235]. El otro artículo es la descripción del procedimiento MIPSPE recogido 

en el capítulo 7 de esta memoria [414].  

8.4. CONCLUSIONES 

 Las conclusiones que se extraen del presente capítulo son: 

 El procedimiento FIA-MIP propuesto es la primera aplicación de un sistema FIA en el 

cual se acopla una microcolumna empaquetada con un polímero de impresión 

molecular para la preconcentración, aislamiento y determinación del 1OHPyr en 

muestras de orina. El método descrito es simple, sensible y selectivo. Los tiempos de 

análisis obtenidos son muy cortos (inferiores a 1,5 minutos), con un alto intervalo de 

linealidad comprendido entre los 10-400 g/L. Además, la manipulación de la muestra 

es mínima, por lo que evitando el contacto con la misma se disminuyen las 

posibilidades de pérdida de analito.  
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 Los espectrofluorímetros 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 añadir 

nuevas estrategias de automatización y acoplamiento a otras técnicas. 

 El sistema puede ser fácilmente empleado como método de screening para evaluar la 

exposición ambiental y ocupacional en determinados estudios de biovigilancia.  

 Respecto a la selectividad del método, la presencia de los isómeros hidroxilados del 

Phe produce importantes variaciones en la señal. Sin embargo, este hecho puede ser 

utilizado para determinar la concentración de estos metabolitos. 

 El sistema FIA propuesto puede ser fácilmente utilizado como un método de cribado 

para evaluar la exposición a los HAPs en población general o en trabajadores 

expuestos. 

 La tendencia en el desarrollo de los métodos de análisis por inyección en flujo está 

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 manipulación 

sean menores y aumente la precisión de los resultados. 

 Permite llevar a cabo varias determinaciones de una misma muestra en un tiempo 

menor de análisis, disminuyendo la cantidad de reactivos necesarios y por lo tanto de 

desechos disminuyendo, en consecuencia, los costes totales del análisis. 

 La mayoría de las investigaciones en Química Analítica están enfocadas a mejorar la 

calidad en los resultados analíticos. 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 determinación del los metabolitos hidroxilados de los 

HAPs en orina. 
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9. DISPERSIÓN DE LA MATRIZ EN FASE SÓLIDA (MSPD) PARA LA 

DETERMINACIÓN DE 1-HIDROXIPIRENO EN MUESTRAS DE LECHE  

9.1. INTRODUCCIÓN 

Aunque las principales rutas de eliminación de los HAPs son la orina y las heces, 

también son excretados en la leche. Por otra parte, la concentración de 1OHPyr 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 excreción 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 más compleja que 

contiene un gran número de sustancias que pueden interferir en el análisis instrumental, 

principalmente proteínas y materia grasa. En la mayoría de los métodos publicados donde la 

matriz es leche, los tiempos de pretratamiento son largos e incluyen la desproteinización, 

eliminación de grasa de la muestra o diferentes procedimientos de limpieza [46, 53, 416]. Para 

este tipo de muestras, el uso de la dispersión de la matriz en fase sólida (MSPD) ofrece una 

alternativa efectiva a los métodos tradicionales de preparación de muestra [211]. Esta 

metodología combina aspectos de otras técnicas, como la disrupción y dispersión de los 

componentes de la muestra dentro de un soporte sólido, generando un material 

cromatográfico cuya composición permite la extracción de los componentes dentro de la 

muestra dispersa.  
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 Una de las ventajas que presentan las técnicas de adsorción, como la MSPD, sobre 

otras técnicas de extracción es la disponibilidad de emplear diferentes adsorbentes. El 

desarrollo de la MSPD en este sentido ha permitido el uso de nuevos soportes sólidos y fases 

orgánicas novedosas con características físico-químicas 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 dispersión de matriz en fase sólida o MSPD fue introducida por Barker en 

1989 [297, 417]. Es una técnica de extracción, purificación y preparación de muestra 

ampliamente empleada en un gran número de sustancias, sólidas, semisólidas o viscosas en 

diferentes matrices que aísla y preconcentra los analitos de la matriz de la muestra por 

adsorción sobre una fase sólida [420, 421]. Sus principios físico-químicos están basados en la 

completa disrupción de la muestra, permitiendo a los componentes de la misma dispersarse y 

disgregarse en una fase orgánica que actúa como soporte sólido, generando de forma 

simultánea un material que posee el carácter cromatográfico suficiente para la extracción de 

los componentes y analitos de una muestra dada. Este soporte actúa como agente abrasivo, 

provocando la ruptura mecánica de la estructura de la matriz y consiguiendo su distribución 

sobre las partículas de adsorbente. Además, la presencia de una fase orgánica enlazada en el 

soporte sólido proporciona una dimensión adicional al proceso, puesto que los componentes 

de la muestra se disuelven y dispersan en su superficie. Así, a través de las interacciones 

hidrofóbicas e hidrofílicas de los diferentes componentes de la muestra sobre la superficie de 

la fase enlazada, se produce una fase con características únicas, que permite llevar a cabo la 

extracción del analito de interés [422]. Con la disrupción y disgregación de los componentes se 

produce además, un aumento del área de la superficie que puede estar en contacto con la 

muestra [423]. La alta eficiencia del proceso de transferencia de masa explica las altas 

recuperaciones obtenidas con bajos volúmenes de disolvente [424].  
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 La MSPD se suele emplear con aquellas muestras que pueden causar problemas con 

otras técnicas o complicar las etapas previas, como pueden ser muestras biológicas o con alto 

contenido en grasa, ya que mediante la MSPD se evita la formación de emulsiones o partículas 

suspendidas, que podrían ocupar los espacios entre los poros de la fase sólida, impidiendo el 

flujo del eluyente como podría suceder en el caso de la SPE [425]. La MSPD no sólo realiza la 

extracción del analito, sino también la limpieza simultánea del extracto. Con objeto de 

incrementar dicha limpieza, en algunos casos se empaqueta primero un pequeño lecho de 

sorbente de distinta polaridad lo que permite obtener secuencialmente distintas fracciones 

ricas en un determinado tipo de compuestos mediante el empleo de disolventes de polaridad 

creciente. El eluato así obtenido puede ser directamente analizado o bien incluir algún paso 

previo como una SPE o filtrado de la muestra. 

 Otras ventajas adicionales de la extracción MSPD son [420, 426, 427]: 

 Bajo coste por extracción 

 Sencillez y flexibilidad 

 Rapidez 

 No necesita instrumentación costosa 

 Disminución del consumo de disolventes 

 Entre sus desventajas [428]: 

 La necesaria manipulación de la muestra. 

 Las variables a optimizar (diámetro de partícula, carácter de la fase ligada, soporte 

sólido, relación muestra/material sólido, secuencia de elución y volumen del mismo, 

efecto matriz) [417]. 

 Dificultad para automatizar el proceso. 
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 Experimentalmente, en un proceso MSPD, una pequeña cantidad de muestra es 

dispuesta en un mortero con una determinada cantidad de soporte sólido y fase ligada donde 

son mezclados mecánicamente hasta que la muestra queda completamente dispersa 

produciéndose la disrupción de los compuestos. El material así mezclado es transferido y 

empaquetado en una columna o cartucho de extracción, que contiene en el fondo lana de 

vidrio u otro material para contener la mezcla. El empaquetamiento se lleva a cabo teniendo 

en cuenta los principios cromatográficos básicos, como evitar canales o compactar demasiado 

el material para evitar sobrepresiones, etc. Una vez empaquetada la mezcla, ya se puede 

proceder a la extracción de los analitos. Este proceso puede hacerse, bien por quedar los 

analitos retenidos en la columna y las interferencias ser eluídas en una etapa previa de lavado 

(posteriormente habrá que eluír los analitos con los disolventes adecuados), o bien quedar 

retenidas las interferencias de la matriz selectivamente en la columna, quedando los analitos 

de interés libres de ser eluídos con el disolvente adecuado. Esta segunda opción evita pasos 

previos. El proceso que se lleva a cabo es un equilibrio de partición y adsorción, similar a lo que 

ocurre en la cromatografía de columna. Estos equilibrios son responsables de la distribución 

del analito entre la fase dispersa y el solvente de elución [429]. La Figura 9.1 esquematiza el 

proceso MSPD anteriormente descrito. 

       

                                        Figura 9.1. Esquema del procedimiento MSPD 

Disolvente 

Elución  

Muestra 

Adsorbente 

 

Dispersar y 
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Mezcla 
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    Transferir                             Compactar 
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 En las últimas décadas, la MSPD ha sido ampliamente utilizada como técnica de 

limpieza, aislamiento y preconcentración para todo tipo de analitos en todo tipo de muestras 

vegetales y animales, incluida la leche [417, 427, 430, 431]. También, la MSPD se ha utilizado 

como técnica de extracción en la determinación de HAPs en muy variadas matrices, desde 

lodos, o suelos, alimentos como la miel o el aceite, tejidos humanos, hasta biota (bivalvos, 

mejillones), o cultivos de microalgas [298-301, 432-435]. 

 La principal innovación en el empleo de la MSPD concierne sobre todo a la mejora de 

nuevos materiales dispersantes, como pueden ser los MIP [211]. Sin embargo, a pesar de las 

numerosas aplicaciones de esta técnica, las investigaciones relacionadas con el desarrollo o 

aplicación de nuevos adsorbentes o fases enlazadas novedosas son escasas [417]. Como 

nuevos materiales se han propuesto fibras de carbono [419], alúmina [436], carbón grafitado 

[437], líquidos iónicos [438, 439], nanopartículas [440, 441] o materiales poliméricos como los 

MIP [423]. Los MIP, al ser sintetizados en presencia del analito plantilla, mantienen la habilidad 

de reconocer específicamente el analito, diferenciándola de otra molécula análoga, por lo que 

pueden aplicarse para mejorar la selectividad de los materiales en técnicas de extracción. En 

este sentido, diferentes MIP han sido utilizados como adsorbente en MSPD obteniéndose 

resultados prometedores ya que con su utilización se mejora la recuperación de los analitos 

con respecto a otros materiales, aumentando la selectividad al eliminar también la posibilidad 

de interferencias [212, 442, 443]. Así pues, la síntesis de materiales basados en la impresión 

molecular apunta la posibilidad de diseñar soportes sólidos para MSPD con afinidad y 

selectividad hacia un analito o grupo de analitos cuya estructura química está relacionada con 

la plantilla. 

 A pesar de los avances en las aplicaciones de la MSPD, en la bibliografía no se ha 

hallado ningún procedimiento para determinar los metabolitos de HAP en leche, orina u otras 

matrices. Como se ha mencionado anteriormente, sí se han analizado HAPs en bivalvos [432], 
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muestras de pescado [444], lodos [298] o suelos [300]. Mediante esta técnica de extracción, y 

empleando una pequeña cantidad de muestra, se han podido aislar y preconcentar, por citar 

algunos ejemplos, antraceno, fluoranteno, B[a]Pyr o B[a]A. Los procedimientos descritos son 

rápidos y simples, con un bajo consumo de disolventes, en los cuales se ha reducido 

drásticamente la etapa de extracción. 

 En la presente investigación para la determinación de 1OHPyr se han desarrollado 

varios procedimientos MSPD para muestras de leche humana. También otros procedimientos 

han sido propuestos utilizando la extracción MSPD acoplada a un MISPE, o utilizando un 

polímero de impresión molecular como adsorbente en la mezcla MSPD (MIP-MSPD) para la 

determinación de 1OHPyr en muestras de leche materna. 

9.2. DESARROLLO DE LA METODOLOGÍA 

9.2.1. Procedimiento cromatográfico 

 Las condiciones cromatográficas para la determinación de 1OHPyr son las mismas que 

las empleadas en el anterior capítulo. Se ha utilizado una fase móvil isocrática formada por 

MeOH/H2O en proporción (88:12,v/v), una velocidad de flujo 1 de mL/min, exc/em =242/388 y 

ganancia de 10 para el detector de fluorescencia. La muestra se inyectó manualmente 

empleando un bucle de inyección de 20 L. El equipo utilizado fue un HPLC Agilent 

Technologies 1260 Infinity con columna ZORBAX Eclipse PAH (4,6x150 mm, 3.5 m). Previa a la 

columna se acopló una pre-columna empaquetada del mismo material para salvaguardarla. El 

detector de fluorescencia fue un Hewlett Packard 1046. Todo el equipo fue controlado por el 

software Chemstation de Agilent Technologies preparado para HPLC-FD. 
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9.2.2. Procedimiento MSPD convencional en muestras de leche materna 

En el presente capítulo de esta Tesis Doctoral se pretende aplicar la metodología MSPD 

a la determinación del compuesto 1OHPyr en una muestra compleja, como es la leche 

materna. En primer lugar se llevará a cabo un tratamiento de muestra en el que se empleará 

un procedimiento MSPD convencional, optimizando las variables que afectan a dicho proceso. 

Seguidamente, se evaluará la posibilidad de implementar el uso de los polímeros de impresión 

molecular en el proceso MSPD. Para ello, se seguirán dos estrategias diferentes. La primera de 

ellas se basa en el uso combinado de un cartucho MSPD y un cartucho MISPE (MSPD-MISPE). 

La segunda estrategia consiste en utilizar el MIP como un soporte sólido más (MIP-MSPD), 

evaluando el potencial de combinación MSPD con MISPE. Así se desarrollará un método 

rápido, versátil, selectivo y sensible para preparar la muestra de leche y determinar 1OHPyr 

eliminando los posibles interferentes. Por otra parte esta estrategia permite preservar el 

polímero de impresión molecular para posteriores usos. 

Para la preparación de la MSPD se tomó un volumen 250 L de muestra dopada con la 

correspondiente concentración de 1OHPyr. Posteriormente, en un mortero de vidrio se 

vertieron, como dispersante, 1 g de arena de mar lavada de tamaño 0,25-0,30 mm (Panreac, 

España) más 1 g de sulfato de sodio anhidro (Na2SO4) (Panreac, España), que actuaron como 

soporte sólido [442, 445]. Junto con la muestra, la mezcla se trituró en el mortero durante 10 

minutos hasta que se obtuvo una composición de material completamente seca y homogénea, 

produciéndose la disrupción y dispersión de la muestra en el soporte sólido. La mezcla se dejó 

reposar durante 15 minutos siendo transferida a una columna de vidrio de 3 mL de capacidad 

semejante a la utilizada en SPE. 

 Para evitar pérdidas del soporte y albergar el material se dispuso en el fondo de la 

columna SPE un pedazo de lana de vidrio. La mezcla se compactó mecánicamente con ayuda 
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de un émbolo para evitar posibles caminos preferentes en el empaquetamiento. Por encima 

del material se añadió una pequeña cantidad de Na2SO4 como material higroscópico. La 

elución del analito se efectuó con 3 mL de MeOH en tres etapas (3 x 1 mL) con ayuda de una 

válvula de Teflón que mantuvo el flujo en 1 mL/min aproximadamente. Los extractos son 

recolectados, filtrados con filtro de 0,45 m de tamaño de poro y 3 mm de diámetro, 

evaporados bajo corriente suave de nitrógeno a temperatura ambiente y reconstituidos para 

proceder al análisis cromatrográfico.  

 Todas las muestras de leche materna se preservaron a -20 °C hasta su utilización. En 

ese momento la leche es homogeneizada a temperatura ambiente, se dopa con la 

concentración adecuada y se procede a aplicar el proceso de preparación de muestra.  

9.2.3. Procedimiento MSPD combinado con MISPE en muestras de leche materna  

En este procedimiento se combina la MSPD, para llevar a cabo la extracción del analito, 

con el proceso MISPE, que permitirá realizar la limpieza de la muestra, y poder determinar 

1OHPyr en muestras de leche materna, intentando unir la versatilidad y flexibilidad del 

proceso MSPD y la selectividad del MISPE. 

Para ello, se prepara un cartucho MSPD, al igual que en el apartado anterior, con las 

mismas características que el preparado en el ensayo descrito. Paralelamente, con el polímero 

de impresión molecular sintetizado por precipitación, se prepara un cartucho de extracción 

MISPE (ver capitulo 7).  

 Este proceso se llevó a cabo en dos etapas. En la primera de ellas, se siguió el 

protocolo anteriormente descrito para MSPD, es decir, se tomo un volumen de 250 L de 

leche materna dopada con la correspondiente concentración de 1OHPyr. Se dispusieron en un 

mortero 1 g de arena de mar lavada de tamaño 0,25-0,30 mm, más 1 g de Na2SO4. Se adicionó 
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la muestra siendo la mezcla triturada durante 10 minutos, dejándose reposar durante 15 

minutos y siendo transferida a una columna de vidrio de 3 mL de capacidad albergada entre 

lana de vidrio para evitar pérdidas de material. Una vez la mezcla dispuesta en el cartucho, se 

compactó y se añadió por encima una pequeña cantidad de Na2SO4 como material 

higroscópico. La elución del analito se efectuó con 3 mL de MeOH en tres etapas (3 x 1 mL) con 

ayuda de una válvula de Teflón que mantuvo el flujo en 1 mL/min aproximadamente. Los 

extractos son recolectados y filtrados para posteriormente participar del proceso MISPE. 

 En una segunda etapa, se tomó una alícuota 200 L del eluato obtenido en el proceso 

de extracción MSPD, y se cargó en el cartucho MISPE, previamente acondicionado con 800 L 

de ACN. Tal y como se realizó en el procedimiento MISPE anteriormente optimizado y descrito 

en el capítulo 7. El lavado se realizó con 100 L de una mezcla de disolventes ACN:H2O (95:5, 

v/v) y la elución del analito con un volumen de 4x100 L de la mezcla MeOH:DCM (85:15, v/v). 

Igual que en los procedimientos anteriores, los extractos son recolectados, filtrados 

con filtro de 0,45 m de tamaño de poro y 3 mm de diámetro, siendo posteriormente 

reconstituidos para proceder al análisis cromatrográfico mediante HPLC-FD. 

Posteriormente, se limpió cuidadosamente el cartucho MISPE con una mezcla MeOH y 

MeOH:ácido fórmico al 1% asegurando la completa limpieza de éste. 

9.2.4. Procedimiento MIP-MSPD en muestras de leche materna  

 La segunda estrategia para incorporar los MIP al tratamiento de muestra junto con la 

MSPD estuvo basada en incluir el MIP como adsorbente dispersante, optimizando las 

cantidades de muestra y dispersante. Para ello se tomaron 0,048 g de MIP sintetizado por 

precipitación (ver capítulo 6) junto con 0,252 g de Na2SO4 y 0,252 g de arena de mar lavada. El 

volumen de muestra fue de 200 L. Todo ello se dispuso en un mortero de vidrio triturándose, 

como en el proceso anterior, durante 10 minutos hasta que la mezcla estuvo completamente 
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seca y homogénea, habiéndose producido la disrupción y dispersión de la muestra en el 

soporte sólido. Se dejó reposar durante 15 minutos y se transfirió a una columna de vidrio de 3 

mL de capacidad. De igual forma, se añadió por encima una pequeña cantidad de Na2SO4. El 

material se albergó entre lana de vidrió compactándose con ayuda de un émbolo.  La elución 

del analito se efectuó con 3 mL de una mezcla MeOH:DCM (85:15 v/v) con ayuda de una 

válvula de Teflón a un flujo aproximado de 1 mL/min. Los extractos son recolectados, filtrados 

con ayuda de un filtro de 0,45 m de tamaño de poro, siendo posteriormente reconstituidos y 

analizados con ayuda del HPLC-FD.  

9.3. DISCUSIÓN DE LOS RESULTADOS 

9.3.1. Optimización de las etapas del proceso MSPD convencional para leche materna  

 Para la optimización de la extracción MSPD habrá que tener en cuenta una serie de 

factores. Estos son [417]: 

 Diámetro de partícula: Las partículas muy pequeñas requieren largos tiempos de 

elución y grandes presiones. 

 Carácter de la fase ligada: Dependiendo de la polaridad de la fase elegida, las 

aplicaciones que necesitan fases ligadas lipofílicas deben usar materiales 

intercambiadores como el C-18. 

 El soporte sólido a utilizar: Con este fin se han encontrado en la bibliografía diferentes 

materiales, como la sílice derivatizada y sin derivatizar, octadecilsilano (ODS), gel de 

sílice, arena, florisil, fibras de carbono, MIP, alúmina, etc. [446]. Las propiedades 

morfológicas y mecánicas del soporte inorgánico así como su comportamiento químico 

son de gran importancia. Las fuerzas mecánicas que resultan de la trituración de la 

muestra en presencia del adsorbente facilitan la disgregación de la muestra en 

partículas más pequeñas, y por otro lado, los grupos funcionales presentes en el 
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adsorbente actúan como un solvente que “disuelve” y dispersa los componentes de la 

muestra aumentando el área superficial para la extracción. La matriz química de la 

muestra se distribuye sobre la superficie del soporte sólido en función de sus 

polaridades relativas.  

 Relación muestra/material sólido. La proporción más aplicada es la 1:4, pero es un 

factor clave a optimizar y debe ser evaluado durante el desarrollo del método. La 

mayoría de los protocolos incluyen como soporte sólido el uso de una fase lipofílica 

unida (C-18, C-8), mezclado con la muestra en una relación 1:4 [426]. 

 Elección de la secuencia de elución y su volumen: La matriz de la muestra se distribuye 

sobre la superficie del soporte sólido según su polaridad relativa. Los compuestos no 

polares se dispersan en la fase orgánica inmovilizada, las moléculas pequeñas y muy 

polares pueden asociarse a los grupos silanol presentes en la superficie o dentro de los 

poros de la partícula de sílica, así como a aquellos componentes de la muestra capaces 

de formar puentes de hidrógeno. De igual forma las moléculas de mayor tamaño y 

polaridad intermedia se distribuyen a través de la estructura formada por la muestra 

dispersa y la fase orgánica inmovilizada [429]. Por tanto, la selección de los disolventes 

de elución estará marcada por la polaridad del analito. El disolvente competirá con los 

analitos por los sitios activos del sorbente, teniendo en cuenta que cuanto más polar 

sea el disolvente, mayor poder de elución presentará. Esta composición contribuye a 

reducir la grasa de matrices complejas, cuando se usan disolventes polares como 

extractantes. 

 Efecto de la matriz: debido a que todos los componentes son dispersados en la 

columna pudiendo formar una nueva fase que puede repercutir en el aislamiento del 

analito. 
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 Por lo tanto, la eficiencia de la MSPD depende del cuidado en la optimización de las 

distintas condiciones experimentales que afectan la competencia entre la matriz, los 

dipersantes o soportes sólidos, y los eluyentes de los analitos, teniendo en cuenta además, los 

posibles interferentes. Consecuentemente, en la investigación desarrollada en esta parte de la 

memoria que se presenta, cada uno de estos factores, como sería el tipo de sorbente, la 

proporción muestra/sorbente y las diferentes condiciones de elución, han sido optimizados y 

seleccionados para conseguir extractos con el mayor grado de recuperación, y el menor 

número de interferentes en muestras de leche, muestras complejas seleccionadas para llevar a 

cabo esta parte de la investigación, dada la importancia de las mismas en estudios de 

biovigilancia.  

Elección del soporte sólido 

 La naturaleza del soporte sólido afectará a la retención y elución de los analitos y de 

los correspondientes componentes de la muestra. Convencionalmente se ha empleado C-18, 

alumina, o Florisil como dispersante. En base a la revisión bibliográfica realizada, la primera 

elección fue C-18, ampliamente utilizado como soporte en numerosos trabajos en muestras de 

leche [447-449]. Por tanto, para preparar la MSPD se tomaron 1 g de C-18 (Supelco Sigma-

Aldrich, Madrid), junto con 1 g de Na2SO4 y la alícuota de la muestra dopada con el analito de 

interés. La mezcla se trituró en el mortero durante 10 minutos hasta que se obtuvo una 

composición de material completamente seca y homogénea, produciéndose la disrupción y 

dispersión de la muestra en el soporte sólido. La mezcla se dejó reposar durante 15 minutos, 

siendo transferida a una columna de vidrio de 3 mL de capacidad similar a la empleada en SPE. 

Se evaluó la elución del analito empleando diferentes volúmenes de MeOH. Los extractos 

obtenidos contenían un gran número de interferencias y las recuperaciones del analito no 

superaron el 56%. Estos datos de recuperación podrían ser debidos a la fuerte retención que 
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ejerce el C-18 sobre el analito, por lo que se pensó en utilizar un material inerte como la arena 

de mar como soporte sólido para las muestras de leche.  

Relación muestra/soporte 

 El siguiente paso fue seleccionar la proporción de muestra/soporte adecuada que 

permitiese la completa adsorción de los componentes de la matriz favoreciendo la 

transferencia de masa dentro del cartucho MSPD. En este estudio, empleando como soporte 

sólido arena de mar y Na2SO4, se evaluaron diferentes cantidades de muestra empleando 

varias proporciones muestra/soporte, para obtener una mezcla sin humedad que mejorase la 

disrupción de los componentes. Se probaron diferentes composiciones en relación muestra/ 

soporte como la 1:1 1:2 o 1:4. Con las dos primeras, no resultaba una mezcla lo 

suficientemente seca para empaquetar. Finalmente, una cantidad de muestra de 250 µL 

dispersada en 1 gramo de arena lavada y 1 gramo de Na2SO4 (1:4), dio como resultado una 

mezcla homogénea y seca, cuyo empaquetamiento permitía el flujo de disolvente a su través. 

Etapa de lavado 

Dado el alto contenido en materia grasa y la presencia de proteínas de la muestra 

seleccionada, se pensó en la posibilidad de incluir una etapa de lavado de la muestra 

(desproteinización y desgrasado), tal y como han hecho otros autores en trabajos 

recientemente publicados [442, 445, 450] como etapa previa a la elución. Para ello, se utilizó 

un disolvente de carácter apolar, tal como el hexano. También se probó la opción de emplear 

una disolución de hidróxido sódico para eliminar la grasa de la muestra, llevando a cabo 

ensayos con diferentes volúmenes y concentraciones. Tras esta etapa de lavado o limpieza de 

la muestra, se procedió a continuar con la elución del analito, que se realizó con 3 mL de 

MeOH (3 x1 mL). Los extractos fueron tratados de la misma forma anteriormente descrita para 

su cuantificación mediante HPLC-FD. Los resultados obtenidos muestran una pérdida de 
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analito alrededor del 45-52% cuando se lava con hexano en la recuperación final, con lo que se 

estudió la posibilidad de eliminar esta etapa de lavado o limpieza en los siguientes ensayos, 

realizando directamente la etapa de elución. 

Optimización de la elución 

La elección del disolvente de elución adecuado es un aspecto importante, ya que el 

analito de interés debe ser desorbido, mientras que el resto de los compuestos de la matriz 

deben ser retenidos en la columna formada, eliminando de esta manera los interferentes de 

los extractos finales. El tipo de disolvente adecuado es primeramente elegido por su polaridad. 

Consecuentemente, diferentes mezclas de disolventes como MeOH:ACN (50:50, v/v), 

MeOH:DCM (85:15, v/v) y MeOH fueron probados para optimizar el procedimiento directo de 

elución.  

 La optimización del disolvente de elución se llevó a cabo tomando 250 L de leche 

materna con la correspondiente cantidad de analito. En el mortero se añadió la muestra, 1 g 

de arena de mar y 1 g de sulfato de sodio anhidro. La mezcla se trituró durante 10 minutos en 

el mortero hasta obtener un material seco y homogéneo. Se dejó reposar durante 15 minutos 

traspasándose a una columna de SPE. Se llevó a cabo la etapa de elución, empleando 3 mL (1 x 

3 mL) de cada uno de los disolventes y mezclas seleccionados. Se probaron diferentes 

disolventes de elución y volúmenes de los mismos. Los resultados obtenidos se muestran en la 

Figura 9.2. 

 En estos experimentos, las mejores recuperaciones fueron obtenidas cuando se utilizó 

MeOH como eluyente, mostrando gran efectividad en las recuperaciones del analito (mayores 

del 90 %). Sin embargo, en las mezclas de metanol con disolventes menos polares o apolares, 

no se conseguía la elución cuantitativa del 1OHPyr. Por tanto, se seleccionó metanol como 

disolvente óptimo para la etapa de elución. 
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                   Figura 9.2. Recuperación del analito empleando diversos eluyentes 

 Con la finalidad de aumentar la recuperación del 1OHPyr, se optimizó la cantidad de 

eluyente a utilizar. Para ello, se evaluaron diferentes volúmenes de MeOH 0,5 a 5 mL, 

encontrándose como volumen óptimo de extracción 3 mL, pero realizada dicha operación en 3 

etapas (3 x 1 mL). Volúmenes por debajo de este valor daban una incompleta elución del 

analito y volúmenes mayores no tenían como resultado una mayor recuperación del mismo. La 

elución se llevó a cabo por gravedad con un flujo constante de 1 mL/min aproximadamente. 

Las recuperaciones obtenidas fueron del 91-99% con una RSD< 8% en muestras de leche.  

 En la Figura 9.3 se muestra uno de los cromatogramas obtenidos tras someter la 

muestra de leche a un proceso de extracción MSPD, permitiendo la determinación del 1OHPyr 

con un sencillo y rápido procedimiento.  
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           Figura 9.3. Cromatograma de 2 g/L de 1OHPyr en muestras de leche tras la MSPD  

 

9.3.2. Optimización de las etapas del proceso MSPD combinado con MISPE en leche materna  

Los primeros ensayos para implementar el MIP en un proceso MSPD se basaron en el 

uso de un procedimiento MISPE empleado como etapa de limpieza posterior a un proceso de 

extracción MSPD. Para investigar esta estrategia se prepararon, siguiendo los protocolos 

descritos anteriormente, un cartucho de extracción MISPE con un MIP sintetizado por 

precipitación y un cartucho MSPD preparado con muestra de leche materna dopada con 

1OHPyr. 

 Para el primer ensayo se tomaron 250 L de leche dopándola con 0,25 g/L de 

1OHPyr. Se siguió el mismo procedimiento descrito para la realización de la MSPD 

convencional, obteniéndose un eluato que fue posteriormente depositado sobre el cartucho 

MISPE previamente preparado y acondicionado con 800 L de ACN, para llevar a cabo una 

etapa posterior de limpieza de la muestra. La carga se realizó con 200 L de la fracción anterior 

recolectada manteniéndose durante 5 minutos para permitir que todo el polímero estuviese 

en contacto con la muestra. En este caso se observó que el cartucho MISPE quedaba atascado, 

debido seguramente a la naturaleza de la matriz, siendo imposible la elución del analito.  

 Se limpió cuidadosamente el cartucho MISPE con una mezcla MeOH y MeOH/ácido 

fórmico al (99:1, v/v) y se acondicionó de nuevo con 200 L de ACN, quedando así preparado 
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para iniciar un nuevo ensayo. En este caso, la etapa de limpieza post-MSPD se llevó a cabo 

filtrando el eluato obtenido con un filtro de 0,45 m de tamaño de poro antes de introducirlo 

en el cartucho MISPE. Se siguió el mismo procedimiento de lavado y elución descrito 

anteriormente, (lavado con 100 L de ACN:H2O 95:5, v/v, y elución con 100 L de MeOH:DCM 

85:15, v/v). La inclusión del filtrado del eluato procedente de la MSPD permitió llevar a cabo el 

proceso MISPE completo y la cuantificación del analito, obteniéndose unas recuperaciones del 

27,3%.  

Debido a lo laborioso del procedimiento y a las bajas recuperaciones obtenidas, se 

abandonó esta línea de investigación, para proceder con la segunda estrategia comentada. 

9.3.3. Optimización de las etapas del proceso MIP-MSPD en leche materna  

 El procedimiento denominado en esta Tesis Doctoral MIP-MSPD tiene como objetivo 

utilizar el polímero específico para el 1OHPyr, ya sintetizado y caracterizado, como soporte 

sólido en un proceso de extracción MSPD, con el propósito de mejorar la extracción selectiva 

del analito en las muestras de leche materna. Esta estrategia está basada en el uso de un MIP 

como adsorbente dispersante en el proceso MSPD. El MIP va a aportar al soporte sólido su 

capacidad de reconocimiento específico hacia el 1OHPyr, molécula molde para la que fue 

sintetizado, aumentando con ello la selectividad del análisis y eliminado los posibles 

interferentes presentes en la muestra. Sus propiedades de reconocimiento ya fueron estudias 

en el capítulo 7.  

 Para preparar el soporte sólido de la MSPD se utilizó el MIP sintetizado por 

precipitación, más la arena de mar y el sulfato sódico utilizados en los anteriores 

experimentos. Debido a que estos procedimientos son destructivos y los costes económicos de 

los reactivos elevados, las optimizaciones previas se realizaron con el polímero no impreso 

sintetizado por precipitación (NIPprec).  



DISPERSIÓN DE LA MATRIZ EN FASE SÓLIDA (MSPD) PARA LA DETERMINACIÓN DEL 1-
HIDROXIPIRENO EN MUESTRAS DE LECHE 
 
 

 
214 

 

 Por otra parte, la limitada cantidad de polímero disponible hizo que la primera variable 

a optimizar fuese la relación muestra/soporte. 

Para los primeros ensayos se tomó una alícuota de 200 L de leche dopada con la 

correspondiente concentración de analito y se llevó a un mortero de vidrio junto con 0,084 g 

del polímero no impreso NIPprecip, 0,126 g de Na2SO4 y 0,126 g de arena de mar. Se procedió de 

la misma forma que en el procedimiento MSPD convencional, descrito anteriormente, 

mezclando y disgregando la muestra. La mezcla formada cuya proporción NIP: Na2SO4 : arena 

de mar era 1:3:3 resultó demasiado húmeda para ser transferida al cartucho por lo que se 

probaron distintas proporciones de los diferentes componentes de la mezcla, conservando la 

cantidad de NIPprecip, hasta conseguir una mezcla con las características adecuadas para ser 

utilizada en un proceso MSPD. Finalmente, se encontró que duplicando las cantidades de 

Na2SO4 y de arena de mar, se obtuvo una mezcla lo suficientemente homogénea y seca como 

para llevar a cabo el procedimiento de extracción MSPD. Así, una vez optimizadas estas 

cantidades, dichos componentes se mezclaron y disgregaron transvasándose a un cartucho de 

extracción.  

 Dada la complejidad de la muestra de leche, y con objeto de eliminar todos aquellos 

compuestos que no hubiesen sido retenidos específicamente por el polímero, se procedió a 

estudiar la posibilidad de emplear una etapa de limpieza, previa a la elución, para así dejar el 

cartucho MIP-MSPD libre de interferentes.  

El estudio de la etapa de limpieza se llevó a cabo empleando diferentes disolventes de 

diferente polaridad, tales como agua, acetonitrilo, hexano y cloroformo, así como mezclas de 

los mismos en distintas proporciones. Los ensayos se realizaron empleando 1 mL de disolvente 

de lavado. La elución del analito del cartucho MIP-MSPD tras la etapa de lavado o limpieza se 
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realizó inicialmente con 3 mL de MeOH. Las mejores recuperaciones fueron obtenidas cuando 

se utilizó en la etapa de lavado 1 mL de ACN. 

En el siguiente paso, se procedió directamente a evaluar la elución del analito de 

interés utilizando 3 mL de MeOH en tres etapas (3 x 1mL). Las recuperaciones del analito así 

obtenidas fueron del 86 %. 

 Para mejorar y optimizar estos resultados, se modificó el disolvente de elución, 

probando la mezcla MeOH:DCM (85:15, v/v) que ya había sido previamente empleada en los 

estudios MISPE del capítulo 7, así como otros disolventes (MeOH:ACN, 80:20, v/v, ACN:H2O, 

80:20, v/v, MeOH). El uso de la gran mayoría de los disolventes no mejoró los resultados 

obtenidos, a excepción del DCM. La inclusión de este disolvente mezclado con MeOH en la 

etapa de elución mejoraba la limpieza de los extractos probablemente debido a que reducía la 

coextración de los lípidos [428]. Las recuperaciones en este caso se situaron en el intervalo del 

91-99 % con una RSD < 8%. Por ello, se consideró la mezcla MeOH:DCM (85:15, v/v) como 

eluyente óptimo para llevar a cabo la etapa de elución en el proceso MIP-MSPD desarrollado. 

A la vista de los resultados obtenidos, se puede concluir entonces que la metodología 

MIP-MSPD constituye un método de preparación de muestra consolidado. El empleo del MIP 

como material dispersante permite aislar el analito de la muestra selectivamente a nivel de 

traza. La Figura 9.4 muestra el cromatograma obtenido tras someter una muestra de leche al 

proceso MIP-MSPD anteriormente descrito. Como puede observarse, empleando esta 

metodología se obtienen recuperaciones del mismo orden que en la metodología descrita en 

el apartado anterior, (9.3.1. Optimización de las etapas del proceso MSPD convencional para 

leche materna). En cambio, si se comparan los cromatogramas obtenidos en ambos procesos 

(Fig 9.3 y Fig 9.4), se ve claramente como el frente cromatográfico ha disminuido cuando se 

emplea la metodología MIP-MSPD, lo que permite afirmar que se ha conseguido disminuir la 
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presencia de interferentes en el eluato final. Por todo ello, el empleo de esta metodología 

MIP-MSPD en muestras complejas está justificado.  

De los tres procedimientos en los que se ha estudiado el proceso MSPD en este 

capítulo, se ha conseguido un mejor resultado en lo que se refiere a perfil cromatográfico y 

sencillez de procedimiento, cuando se ha utilizado la metodología MIP-MSPD, es por ello que 

esta es la metodología que ha sido validada en estudios posteriores, mediante el estudio de las 

características analíticas de la misma. 

 

       Figura 9.4. Cromatograma de 2 g/L de 1OHPyr en muestras de leche tras la MIP-MSPD 

9.3.4. Validación del procedimiento MIP-MSPD en muestras de leche materna 

 El método MIP-MSPD desarrollado fue validado en términos de linealidad, precisión, 

recuperación, límites de de detección y cuantificación empleando muestras de leche dopadas 

con las correspondiente concentración de 1OHPyr para el procedimiento MIP-MSPD por dar 

resultados más selectivos. 

 La linealidad del método fue evaluada para el analito estudiado. Las curvas de 

calibración fueron construidas preparando muestras dopadas por triplicado conteniendo 

concentraciones crecientes de 1OHPyr. En el intervalo de 0,15 y 2,0 g/L. Los resultados 

mostraron buena linealidad en ese intervalo con un coeficiente de correlación (R2) mayores de 

0,99. La recta de regresión se representa en la Figura 9.5. 
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                                                   Figura 9.5. Recta de calibrado del 1OHPyr 

 Para evaluar la precisión y reproducibilidad intra e inter días para el procedimiento 

MSPD se realizaron diferentes ensayos a diferente concentración del analito.  

 La precisión se calculó en términos de reproducibilidad y repetibilidad determinada a 

tres niveles de concentración (0,15, 0,25 y 2,0 g/L). Los resultados son los mostrados en la 

Tabla 9.1. 

 Con esta metodología se obtenía una recuperación del 91-99% siendo la RSD inferior al 

8%. Estos datos muestran la buena repetitividad y exactitud del método. 

                        Tabla 9.1. Valores de recuperación intra e inter días para MIP-MSPD 

    Concentración (g/L) Precisión (%) Recuperación (%)±SD 

Reproducibilidad 0,15 5,2 91±5 

  

0,25 8,0 93±7 

  

2,00 4,0 93±4 

Repetibilidad 0,15 6,8 93±6 

  

0,25 2,0 91±2 

    2,00 2,8 99±2 
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 Finalmente se calcularon los límites de detección (LOD) y límites de cuantificación 

(LOQ), de acuerdo con el mismo criterio que en el capítulo 5. Estos fueron respectivamente 

0,056 y 0,189 g/L. Estos límites muestran la idoneidad de emplear este método en la 

determinación de 1OHPyr en muestras de leche. 

9.4. CONCLUSIONES 

 La metodología propuesta en esta sección ha dado como resultado varios 

procedimientos de extracción mediante dispersión de la matriz en fase sólida. La 

MSPD, en sus diferentes estrategias, es una técnica simple y efectiva para la 

simultánea limpieza y extracción del analito en muestras complejas como la leche 

materna, con satisfactorios porcentajes de recuperación y límites de detección y de 

cuantificación, cubriendo las demandas en cuanto a desarrollo de los métodos 

requeridos en los estudios de biovigilancia. 

 En el procedimiento MSPD en muestras de leche materna, aunque no específico, es 

sobre todo interesante para muestras con un elevado contenido graso como la leche. 

La leche materna es una matriz compleja que necesita una serie de pasos previos antes 

de poder ser analizada. El procedimiento propuesto no requiere desproteinizar, 

hidrolizar o cualquier método adicional de limpieza, por lo que el uso de la MSPD 

ofrece una alternativa sencilla, rápida, barata y eficaz, capaz de conseguir la limpieza y 

la extracción del 1OHPyr de la muestra en una sola etapa, necesitando, en este caso, 

sólo de un filtrado del extracto antes de ser introducido en el sistema de detección 

realizado con un HPCL-FD. Por otra parte, las condiciones de extracción son suaves, 

tanto de temperatura como de presión, no requiriendo equipos de vacío para el flujo 

de los extractos, ni gran cantidad de muestra o reactivos. Los resultados de 
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recuperación obtenidos para el 1OHPyr en las muestras de leche son eficaces, 

rondando el 91-99% en todos los ensayos realizados con una RSD inferior al 8%.  

 Otro de los objetivos de esta investigación era la implementación del MIP como 

mejora del procedimiento MSPD convencional. Los artículos relacionados con el 

desarrollo de nuevos adsorbentes en MSPD son escasos, ofreciendo por tanto un área 

de oportunidad para incluir nuevos materiales para el tratamiento de muestras. La 

síntesis de nuevos materiales basados en MIP puede ayudar a diseñar soportes sólidos 

para MSPD con afinidad hacia un analito o grupo de analitos estructuralmente 

relacionados con la plantilla, de esta manera se pueden mejorar la selectividad de las 

extracciones favoreciendo las interacciones con el analito y eliminando las 

interferencias de la matriz. 

 Se han investigado dos estrategias de incorporación del MIP al proceso MSPD. En el 

primer caso, se llevó a cabo el acoplamiento de un proceso MISPE al proceso MSPD, es 

decir, primeramente se llevó a cabo una extracción MSPD con el mismo procedimiento 

que en el caso descrito anteriormente y tras recoger el eluato obtenido en la MSPD, 

éste es incorporado a un cartucho MISPE formado por el polímero de impresión 

molecular, previamente acondicionado. Las recuperaciones obtenidas mediante esta 

metodología fueron muy inferiores a las obtenidas en el procedimiento de MSPD 

convencional, desestimándose esta vía de implementación del MIP a la MSPD. 

 La segunda vía de incorporación de este material tan selectivo para el 1OHPyr a la 

MSPD consistió en la inclusión del polímero en el soporte sólido. El proceso dio buenas 

recuperaciones, así como extractos libres de interferentes, validándose dicho método 

para las muestras de leche materna, objetivo de esta parte experimental. Los 

resultados mostraron una gran efectividad, aportando una recuperación del 91 al 99 % 
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con una RSD < 8. Aunque los resultados son del mismo orden que los obtenidos tras 

realizar el proceso MSPD convencional, los cromatogramas de las Figuras 9.3 y 9.4, 

muestran como empleando el MIP como parte integrante del soporte sólido, se 

mejora la limpieza de la muestra, pudiéndose considerar un método adecuado cuando 

el analito se encuentre en presencia de otros interferentes. 

 Por otra parte, y revisando la bibliografía actual, la investigación llevada a cabo en este 

capítulo de esta Tesis Doctoral presenta la primera aplicación de un MIP como parte 

integrante de un proceso MSPD (MIP-MSPD), para la determinación de hidroxilados de 

HAPs en muestras biológicas humanas, ofreciendo nuevas alternativas de tratamiento 

de muestra para los estudios de biovigilancia.  
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V. CONCLUSIONES 

 Esta Tesis Doctoral ha tenido como objetivo principal el desarrollo de nuevos 

procedimientos para la extracción, aislamiento y análisis del 1OHPyr en muestras biológicas 

humanas, como biomarcador representativo, sensible y fiable de la exposición a los HAPs. La 

presencia de 1OHPyr en orina guarda una correlación significativa entre sus niveles y el grado 

de exposición total a estos compuestos, por lo que puede emplearse como marcador en 

estudios de biovigilancia. Por otra parte, también esta exposición puede evaluarse en otras 

muestras biológicas como la leche materna. 

 En concordancia con los objetivos establecidos en esta Tesis y los resultados 

presentados, se exponen a continuación las conclusiones más significativas:  

1. Se ha optimizado un método cromatográfico para HPLC-FD para el análisis de 1OHPyr y los 

interferentes estudiados. El método propuesto es sencillo y sensible con tiempos de 

análisis muy cortos, inferiores a 4 minutos.  

2. Se han sintetizado con diferentes estrategias de polimerización varios polímeros de 

impresión molecular a través de una síntesis no covalente (en bloque y por precipitación).  

3. Los polímeros sintetizados han sido caracterizados mediantes estudios de adsorción y 

SEM.  

3.1.  Los estudios de adsorción mostraron la especificidad de los polímeros impresos 

frente a los no impresos.  

3.2.  Los dos polímeros (MIPprecip, MIPbloque), se ajustan al modelo de las isotermas de 

Freundlich, con sitios de unión heterogéneos entre el polímero y el analito.  

3.3.  La capacidad de adsorción resultó más alta en el MIPprecip, de acuerdo con la 

geometría del polímero y a las propias características derivadas de la síntesis por 

precipitación. El polímero sintetizado por precipitación presenta varias ventajas 

frente al polímero sintetizado en bloque. La más destacada es que ya no es 
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necesario manipular el polímero, evitando las etapas de trituración y tamizado, 

minimizando por tanto el contacto con la muestra. Esto conlleva menores pérdidas 

de material y la posible rotura de cavidades de reconocimiento formadas durante 

la polimerización. Por otro lado, esta mínima manipulación también es interesante 

para compuestos que presentan algún tipo de toxicidad, donde fuese adecuado 

reducir el contacto con los mismos, como podría ser el caso de los HAPs. 

3.4.  Las imágenes SEM muestran las diferencias morfológicas de los polímeros 

sintetizados por precipitación (pequeñas partículas esféricas, de un tamaño 

homogéneo) frente al sintetizado en bloque.  

4. Se han desarrollado procedimientos de extracción empleando los diferentes MIP 

sintetizados (por precipitación y en bloque), como adsorbentes en cartuchos de extracción 

en fase sólida (MISPE), para la determinación selectiva de 1OHPyr en orina. 

4.1.  El procedimiento de tratamiento de muestra y extracción selectiva propuesto 

ha rendido altas recuperaciones, con bajos límites de detección y 

cuantificación, buenos resultados de repetibilidad y reproducibilidad, con una 

gran especificidad hacia el analito de interés.  

4.2.  La homogeneidad y estructura del polímero sintetizado por precipitación ha 

permitido mejorar sensiblemente las recuperaciones del 1OHPyr situándose 

éstas en un rango de 78-90 % con una RSD<6,7.  

4.3.  En el polímero sintetizado en bloque las recuperaciones se mantuvieron en el 

intervalo del 71-83% con una RSD<8,8.  

4.4.  La miniaturización del sistema ha permitido disminuir los volúmenes tanto de 

muestra como de disolventes. Los tiempos de análisis son cortos, permitiendo 

agilizar, por ejemplo, los análisis de rutina. Por otro lado, el rango de 

concentración en orina tanto de trabajadores expuestos como no expuestos 
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suele encontrarse entre 0,25-25 g/L, por lo que el método propuesto puede 

ser destinado a estudios de biovigilancia.  

4.5.  Se ha demostrado que los MIP implementados en los procedimientos de 

extracción en fase sólida o MISPE son procedimientos rápidos, eficientes y 

selectivos, que han permitido la limpieza, preconcentración y aislamiento del 

1OHPyr de la orina como matriz. 

5. Se ha propuesto un sistema SPE-FIA para la preconcentración y extracción selectiva del 

1OHPyr en muestras de orina empleando un MIP sintetizado en bloque como adsorbente 

incluido en una microcolumna integrada en el sistema. 

5.1.  El método propuesto ha permitido de una forma sencilla automatizar el 

análisis, mejorando los resultados analíticos. 

5.2.  El sistema FIA ha aportado además, la sencillez y rapidez de su procedimiento, 

minimizando la manipulación de la muestra y con unos resultados de 

recuperación del analito del 74-85%.  

5.3.  El procedimiento desarrollado ofrece buenas recuperaciones y la posibilidad 

de otras estrategias de acoplamiento. Por otra parte, este sistema podría ser 

fácilmente utilizado como método de cribado para evaluar la exposición 

ocupacional en algunos sectores. 

6. Se han explorado diferentes procedimientos de dispersión de la matriz en fase sólida para 

la extracción de 1OHPyr en muestras de leche materna, destacando el procedimiento 

selectivo MIP-MSPD.  

6.1.  Las recuperaciones obtenidas utilizando MIP-MSPD fueron del orden de 91-99 

con una RSD <8% en muestras de leche. El MIP aporta a este soporte sólido su 

capacidad de reconocimiento específico hacia el 1OHPyr.  
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6.2.  Mediante la MIP-MSPD no fue necesario desproteinizar y desgrasar la leche, 

por lo que se simplificaban las operaciones de preparación de muestra, 

acortando el tiempo de análisis y el consumo de disolventes.  

7. De forma general, se puede concluir que a lo largo de este trabajo se han desarrollado 

metodologías novedosas, sensibles y selectivas, para la evaluación de la exposición de los 

HAPs mediante el análisis de 1OHPyr en muestras biológicas, tanto de orina como de leche 

materna.  

8. Hasta la actualidad, el número de publicaciones sobre MIP que centran sus estudios en el 

1OHPyr es escaso, por lo que esta Tesis Doctoral brinda un nuevo enfoque para la 

determinación de los derivados hidroxilados de los HAPs proponiendo por primera vez la 

aplicación de los MIP en el tratamiento de muestra. 

9. Las características analíticas de las distintas técnicas propuestas han permitido la 

determinación del 1OHPyr en el intervalo de concentraciones habituales en los estudios de 

biovigilancia en población general. Por lo tanto, todos los métodos de determinación de 

1OHPyr propuestos pueden ser utilizados en la realización de dichos estudios de 

biovigilancia en laboratorios de rutina. 

10. La investigación presentada en esta memoria abre la oportunidad de poner en 

funcionamiento la metodología desarrollada para otros compuestos análogos, como 

pueden ser los isómeros hidroxilados del fenantreno, también presentes en muestras 

biológicas en personas expuestas a los HAPs. 
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