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Resumen

Los alimentos constituyen una importante interfase entre el medio ambiente y
la salud, pudiendo producirse efectos en la salud humana derivados de la presencia
de sustancias tdxicas originadas por la contaminacién del medio ambiente. La
presente Tesis se centra en el desarrollo de métodos analiticos y su aplicacion al
estudio de alimentos que pudieran contener compuestos téxicos originados como
consecuencia de la actividad humana, pero aplicables también a muestras
bioldgicas, para la biomonitorizacién de los mismos. Por otra parte, también se ha
evaluado la presencia de contaminantes emergentes en el medio ambiente,
mediante la aplicacidon de estas metodologias a la determinacién de farmacos y sus
productos de degradacidon en aguas residuales.

Los métodos analiticos que se han desarrollado en esta Tesis se basan en el uso
de membranas poliméricas porosas (HF-LPME), una de las técnicas mas utilizadas en
la actualidad debido a las ventajas que presenta, que pueden resumirse en una
elevada reproducibilidad, ausencia de contaminaciéon cruzada entre muestras
(debido a que las membranas son de un solo uso), altos factores de enriquecimiento,
rapidez, bajo coste, aplicabilidad a diferentes tipos de analitos, tolerancia a un
amplio rango de pH y facilidad para la automatizaciéon y su conversién en técnica
verde. Esta técnica analitica se ha combinado con métodos quimiométricos que han
permitido optimizar las variables para alcanzar unas condiciones instrumentales de
gran aplicabilidad, de forma que estos métodos pueden utilizarse para la extraccion
de compuestos diferentes a los considerados en esta Tesis. Asimismo, se ha
desarrollado una estrategia basado en la extraccién multiple mediante HF-LPME que
ha permitido mejorar la sensibilidad y evitar el efecto matriz, lo cual representa un
problema importante en el andlisis de muestras de alimentos y bioldgicas. El
acoplamiento de la cromatografia de gases con detectores de espectrometria de
masas organicas y de captura de electrones, ha permitido mejorar
considerablemente los limites de deteccién a la vez que una identificacion
inequivoca de los analitos. Las metodologias analiticas son simples, precisas y de
bajo coste, por lo que pueden ser transferibles a los laboratorios de rutina
relacionados con el control de calidad de alimentos, medio ambiente o la salud.

Los métodos analiticos desarrollados se han aplicado a la determinacién de
compuestos organicos persistentes como plaguicidas, bifenilos policlorados y difenil
éteres polibromados en muestras de zumo, verduras, y plasma sanguineo;
disolventes halogenados en aceite de oliva, y farmacos y sus productos de
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degradacion en aguas residuales, lo cual pone de manifiesto el caracter integrado de
esta Tesis.



Summary

Food is an important interface between environment and heath, and some
health problems have their origin in the presence of toxic compounds in food, as a
consequence of environmental pollution. This Thesis is focused on the development
of analytical methods and their application to food analysis in search of toxic
substances that can be present as a consequence of human activities, but also
applicable to their biomotorization. On the other hand, the evaluation of emergent
pollutants has also been carried out through the application of these methodologies
to the determination of non-steroidal anti-inflammatory drugs and their degradation
products in wastewater and sludge.

The analytical methods developed in this Thesis are based on the use of porous
polymeric membranes (HF-LPME), which actually is one of the most used techniques
due to the numerous advantages, namely: reproducibility, absence of sample
carryover (due to the disposable nature of the membranes), high analyte
enrichments, high throughput, low cost, applicability to many different types of
analytes, large pH tolerance range and facility for automation and conversion into
greener analytical techniques. This analytical technique has been combined with
chemometric methods which allow optimizing variables to get instrumental
conditions of great applicability to different compounds than those considered in
this Thesis. Moreover, an analytical strategy based on the multiple stepwise
extractions using HF-LPME has been developed which enhance sensitivity and
overcome simple matrix problems which is crucial in complex samples like food and
biological fluids. The instrumental coupling of gas chromatography with both
electron capture detector and organic mass spectrometry enhances considerably the
detection limits as well as unequivocal identification of the analytes is allowed. On
the other hand, since the analytical methods proposed in this Thesis are simple,
reproducible and cheap, they can be used in routine laboratories related with food
control analysis, environmental monitoring or health.

The analytical methods have been applied to the determination of pesticides,
polychlorinated biphenyls and polybrominated diphenyl ethers in juice, vegetables
and blood plasma; halogenated solvents in olive oil, and non-steroidal anti-
inflammatory drugs in wastewaters and sludge, demonstrating the integrated
character of this Thesis.
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Obijetivos y justificacién de la Tesis Doctoral

El objetivo general de esta Tesis ha sido el desarrollo de métodos analiticos para
la determinacién de compuestos orgdanicos volatiles en muestras medioambientales,
bioldgicas y de alimentos. El trabajo se ha centrado principalmente en Ia
optimizacién de nuevas metodologias sensibles y selectivas para la determinacién de
los analitos en muestras de agua, plasma de origen animal, zumo de naranja,
tomate, aceite de oliva, aguas residuales y lodo de depuradora. La principal finalidad
ha sido desarrollar nuevos métodos de andlisis, rapidos, sencillos, baratos y
respetuosos con el medio ambiente.

El crecimiento exponencial de la poblaciéon y la pretension constante del
aumento de la calidad de vida ha provocado la necesidad de la sintesis y uso
extensivo de sustancias y compuestos quimicos de diversa naturaleza. En la
busqueda de la mayor efectividad en su funcién y el menor coste en su produccion
no se realizan estudios profundos sobre posibles “efectos secundarios” sobre el
entorno y, por tanto, estas sustancias quimicas en su gran mayoria, son perjudiciales
para el medio ambiente y los seres vivos. Este hecho ha obligado a las autoridades
internacionales (UN, WHO, FAO, EEA o EPA) a establecer listas de compuestos
posiblemente peligrosos y/o peligrosos basandose en los estudios cientificos que se
han ido realizando con los afios. Un ejemplo de ello es el Convenio de Estocolmo, en
el que se encuadran sustancias tan peligrosas como el DDT, el lindano, endosulfan,
los bifenilos policlorados o los difeniléteres polibromados. Asimismo, los gobiernos
de los paises deben establecer normativas restrictivas en cuanto a la presencia y
exposicion a estos contaminantes quimicos para asegurar la seguridad de los
ciudadanos y la conservacion del medio ambiente. Por tanto, el desarrollo de
investigaciones cientificas que suministren la informaciéon necesaria para la
correspondiente toma de decisiones sobre qué tipo de compuestos y qué cantidad
de los mismos son téxicos o perjudiciales para el ser humano o la naturaleza, resulta
imprescindible.

En la busqueda de esa informacién precisa y tan necesaria, se ha realizado en
esta Tesis un estudio sobre métodos analiticos para la determinacidon de compuestos
organicos volatiles con implicaciones para la salud humana, la mayoria de ellos ya
introducidos en el Convenio de Estocolmo, asi como de algunos compuestos
denominados “contaminantes emergentes”, que suscitan, en la actualidad, un gran
interés en la comunidad cientifica.
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El estudio analitico realizado se ha centrado en la aplicabilidad de las
membranas poliméricas porosas para la extraccién de compuestos organicos
volatiles en muestras de diversa naturaleza. Se han disefiado y optimizado métodos
concretos de analisis que ponen de manifiesto las enormes ventajas del uso de este
tipo de membranas en los procesos de tratamiento de muestra.

Teniendo en cuenta lo mencionado, los objetivos especificos del trabajo que
aqui se desarrolla han sido:

1. El disefio y la optimizacion de un método para la determinacién de
plaguicidas, PCBs y PBDEs en muestras de agua, plasma de sangre de cerdo, tomate
y zumo de naranja mediante microextraccidn en fase liquida en la modalidad de dos
fases, separacidon con cromatografia de gases y deteccion mediante espectrometria
de masas y detector de captura de electrones.

2. El desarrollo de un método analitico para la determinacién de disolventes
halogenados de elevada toxicidad como el tricloroetileno en muestras de alimentos
de gran importancia social y econédmica como el aceite de oliva. Aplicacién de una
multi-microextraccion con membranas porosas para solucionar habituales
provocados por la matriz en las muestras de aceite.

3. Desarrollo, optimizacion y validacion de una metodologia analitica para la
determinacién de contaminantes emergentes como algunos productos de
degradacion de farmacos de uso extensivo como el ibuprofeno o el diclofenac,
mediante microextraccién en fase liquida y deteccién por cromatografia de gases-
espectrometria de masas.
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Objectives and justification of the Doctoral Thesis

The overall objective of this Thesis has been the development of analytical
methods for the determination of volatile organic compounds in environmental,
biological and food samples. This work has focused on the optimization of new
sensitive and selective methods for the determination of analytes in water samples,
animal blood plasma, juice, tomato, olive oil, wastewater and sewage sludge. The
main purpose was to develop new analytical methods, rapid, simple, inexpensive
and environmentally friendly.

The exponential growth of the population and the constant aim of increasing
the quality of life imply the synthesis and extensive use of chemicals of different
nature. In the search of greater effectiveness in their role and lower production cost
the main efforts have not been performed in connection with environment, and they
are considered as "side effects", therefore, the majority of these chemicals, are
harmful to the environment and living beings. This fact has forced the international
authorities (UN, WHO, FAO, EEA or EPA) to establish lists of compounds potentially
dangerous and/or hazardous based on scientific studies that have been done over
the years. An example of this is the Stockholm Convention, which is framed as
dangerous substances such as DDT, lindane, endosulfan, polychlorinated biphenyls
or polybrominated diphenyl ethers. Furthermore, the governments of the countries
should establish stringent regulations regarding the occurrence and exposure to
these chemical contaminants to ensure the safety of citizens and environmental
conservation. Therefore, scientific research is needed to provide the necessary
information to adopt appropriate decisions about the compounds present and toxic
or harmful to humans or environment.

This Thesis has been developed in the context of the search of that accurate
and valuable information and provides a study about analytical methods for the
determination of volatile organic compounds targets on the Stockholm Convention
and other compounds called "emerging contaminants" that currently arise, great
interest in the scientific community.

The analysis has focused on the applicability of the porous polymeric
membrane for the extraction of volatile organic compounds from several samples.
An specific analysis methods has been designed and optimized, that show the great
advantages of using this type of membrane in sample treatment processes.

Considering the above exposed arguments, the specific objectives of this work
developed here were:

11
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1. The design and optimization of a method for the determination of some
pesticides, PCBs and PBDEs in water, pork blood plasma, orange juice and tomato
samples by liquid-phase-microextraction in two-phase mode, and detection by gas
chromatography coupled mass spectrometry and electron capture detector.

2. The development of an analytical method for the determination of highly
toxic halogenated solvents such as trichloroethylene in food samples high social and
economic significance as olive oil. The application of a multi-microextraction with
porous membranes that overcome the usual problems caused by the matrix in the
oil samples.

3. Development, optimization and validation of an analytical method for the
determination of emerging contaminants such as some degradation products of
important drugs such as ibuprofen or diclofenac, by liquid-phase-microextraction
and detection by gas chromatography-mass spectrometry.

12
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Introduccion

Los problemas relacionados con el medio ambiente, los alimentos y la salud se
estudian en la actualidad desde numerosos puntos de vista, siendo numerosas las
areas de conocimiento que aportan respuestas y soluciones. Tal es el caso de la
toxicologia, medicina, biologia, geologia, fisica y la quimica, entre otras ciencias. La
Quimica Analitica es una ciencia metroldgica y metodoldgica, que desarrolla,
optimiza y aplica una gran variedad de herramientas, las cuales se materializan en
procesos analiticos encaminados a obtener informacién (bio)quimica parcial
(presencia, estructura y/o concentracién de analitos) o global de calidad sobre
materias o sistemas de amplia naturaleza (quimica, bioquimica y bioldgica) para
resolver problemas analiticos [1]. Por tanto, un problema cientifico-técnico y
econdmico-social se traduce en un problema analitico que se estudia y se materializa
en un proceso analitico, el cual debe suministrar la informaciéon necesaria para
resolver el problema planteado. Asi, el proceso analitico debe ser la materializacién
de la estrategia analitica surgida del planteamiento del problema analitico. En
general, incluye una serie de etapas sucesivas que podrian resumirse en toma de
muestra, tratamiento de muestra, mediciéon analitica y tratamiento de los datos
obtenidos. Todas estas etapas son de crucial importancia para la calidad de los
resultados analiticos, por lo que hay que asegurarse de que se lleven a cabo de la
manera mas eficiente posible, ademds de con el menor coste de tiempo, material y
dinero.

La etapa de la preparaciéon de la muestra es una de las etapas mds importante y
critica en el proceso analitico global. De hecho, son escasos los problemas analiticos
gue se resuelven sin necesidad de un tratamiento adecuado de la muestra antes de
proceder a la medida instrumental. Lo habitual es que la muestra necesite algun tipo
de tratamiento con el objetivo de preparar la forma y el tamafio de la misma, para
modificar la forma quimica y/o concentracidn del analito o los analitos en funcion de
la técnica analitica seleccionada y/o para eliminar posibles interferentes de la matriz
de la muestra que, o bien atendan la sefial del analito, o producen una sefial que es
indistinguible de la del analito. El tratamiento de la muestra puede llegar a ser un
conjunto complejo de etapas, generalmente, con un gran consumo de tiempo de
analisis y manipulaciones, que inevitablemente repercuten en diferente grado en el
error analitico en la medida [Figura 1] [2]. Ademads, el proceso completo de
tratamiento de muestra debe asegurar que la muestra mantiene las caracteristicas
fisicas y quimicas que la hacen representativa del objeto de estudio o problema
analitico. Por estos motivos, en las ultimas décadas se ha producido una rapida
evolucién y un crecimiento exponencial del nimero y calidad de las técnicas
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utilizadas para el tratamiento de muestras. Asi, se han mejorado y optimizado
operaciones tan basicas como la homogeneizacién, filtracidon, centrifugacion o
evaporacion y se han desarrollado técnicas analiticas tan importantes como la
extraccidon en fase soélida (SPE), microextraccién en fase sdlida (SPME), extraccién
con fluidos supercriticos (SFE), electroforesis capilar (CE), extraccion asistida por
microondas (MAE) o la extraccion con liquidos presurizados (PLE). Sin embargo,
todavia es preciso llevar a cabo una investigacion mas intensa en el nimero y calidad
de las técnicas analiticas destinadas al tratamiento de la muestra que dé lugar a un
proceso analitico rapido, seguro, barato, transferible a los laboratorios de rutina, y
gue aporte informacién analitica de mayor calidad.

Tiempo empleado en el proceso analitico

B Muestreo
M tratamiento de muestra
Andlisis

= Tratamiento de datos

LC/GC Magazine 2002

Figura 1. Tiempo empleado en el proceso analitico.

1. La preparacion de la muestra en la determinacion de microcontaminantes
orgdnicos persistentes en alimentos medio ambiente y fluidos bioldgicos

La definicién de microcontaminante es compleja y existen varias acepciones,
pero de forma muy breve se podria definir como: sustancia organica, que debido a
su toxicidad, persistencia y bioacumulacidn puede inducir un efecto negativo en los
seres vivos o el medio ambiente. Se trata de sustancias naturales o sintéticas,
muchas de ellas altamente bioactivas, que se encuentran a niveles de concentracion
muy bajos (del orden de los pug L™ o los ng L) en todo tipo de muestras. Sin
embargo, a pesar de encontrarse en pequefas cantidades, sus particulares
propiedades fisicas y quimicas, derivadas de su conformacion estructural, favorecen
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que, una vez liberados al medio, permanezcan inalterados en él durante largos
periodos de tiempo resistentes a la exposicidon a los procesos naturales y se
distribuyan en los distintos compartimentos ambientales. Este hecho, unido a su
caracter frecuentemente apolar, favorece su acumulacion en los tejidos adiposos de
los organismos vivos, en los que experimentan procesos de bioconcentracién vy
biomagnificacion. De acuerdo al Convenio de Estocolmo [3], la persistencia de estos
compuestos se determina mediante la evidencia de la vida media del producto
quimico en agua por mas de dos meses o la vida media en tierra o sedimentos por
mas de seis meses. Por otra parte, tienen potencial para transportarse a larga
distancia, pudiendo llegar a regiones en las que nunca se han producido o utilizado.
Estos compuestos orgdnicos son, en su mayoria, volatiles en el rango de
temperaturas de las latitudes medias. Transportados por la atmédsfera, se condensan
y depositan en las zonas frias a gran altura o en las latitudes altas. Por su
persistencia, pueden ser depositados y volver a volatilizarse en ciclos sucesivos en
funcién de las temperaturas ambientales, produciéndose el efecto conocido como
“saltamontes” [3]. El origen de estos compuestos proviene de muy diversas vy
numerosas fuentes de las que se pueden destacar las practicas agropecuarias (uso
de plaguicidas, fertilizantes, etc...), los residuos de origen urbano y vertederos de
residuos sdlidos (productos farmacéuticos, higiene y cuidado personal,..) o las
actividades del sector industrial, en el que se utilizan un gran nimero de
compuestos organicos (disolventes, desengrasantes, pigmentos, conservantes,
agentes de limpieza, etc.). Por su caracter téxico, los microcontaminantes orgdnicos
estan ligados a una serie de efectos nocivos a la salud humana, como trastornos
congénitos, dafio al sistema inmunolégico y respiratorio, problemas reproductivos,
desérdenes de indole sexual, periodos de lactacion humana mas cortos y mal
funcionamiento endocrino. Otros sintomas de la exposicion nociva a estos
compuestos sobre la salud humana incluyen alergias, hipersensibilidad, dafo al
sistema nervioso, desérdenes neurolégicos de comportamiento y desarrollo, pérdida
de la corta memoria y cancer [4].

Teniendo en cuenta que estos compuestos organicos persistentes (COPs)
plantean peligros importantes, y cada vez mayores en la salud humana y el medio
ambiente, en 1995, el Consejo de Administraciéon del Programa de las Naciones
Unidas para el Medio Ambiente (PNUMA), pidid que se iniciara un proceso de
evaluacién de una lista inicial de 12 COPs y que el Foro Intergubernamental sobre
Seguridad Quimica (FISQ), elaborara recomendaciones respecto de la adopcién de
medidas a nivel internacional, incluido un instrumento internacional juridicamente
vinculante. Asi, el Convenio de Estocolmo es un tratado internacional que tiene
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como finalidad proteger la salud humana y el medio ambiente frente a los
Contaminantes Organicos Persistentes, fijando para ello medidas que permitan
eliminar, y cuando esto no sea posible, reducir las emisiones y las descargas de estos
contaminantes [3]. El Convenio de Estocolmo incluye un procedimiento de
actualizacion de los anexos en los que se incluyen los Contaminantes Organicos
Persistentes para los que deben adoptarse medidas concretas. El proceso, incluye
una propuesta formal de inclusién por una de las partes firmantes del convenio y
que es evaluada por el Comité de Examen de los Contaminantes Orgdnicos
Persistentes (POPRC) de acuerdo con los criterios del Anexo D. Si el Comité estima la
propuesta, se abre un proceso de consultas para elaborar el Perfil de Riesgos y la
Evaluacidon de la Gestion de Riesgos, que servirdn de apoyo a la decisiéon que debe
tomar la Conferencia de las Partes [5].

Aungue en un principio sélo se incluyeron un total de 12 compuestos en el
convenio de Estocolmo, con el paso de los afios se ha ido aumentando el nimero de
COPs presentes en la legislacion incluyéndose en él para su restriccion y/o
eliminacion compuestos y familias de compuestos como plaguicidas muy
importantes a nivel mundial como el 1,1,1-tricloro-2,2-bis(4-clorofenil)-etano (DDT),
endosulfan o] hexaclorobenceno, bifenilos policlorados (PCBs),
policlorodibenzodioxinas (PCDDs), policlorodibenzofuranos (PCDFs) o
polibromodifenil éteres (PBDEs).

Para la evaluacion del riesgo y la toma de decisiones sobre la eliminacién y/o
reduccion de la produccién y consumo de estos compuestos es necesaria una amplia
gama de procedimientos analiticos que proporcionen la informacidn necesaria para
ello. Existen en la actualidad innumerables procesos analiticos para la determinacion
de compuestos organicos persistentes mediante el andlisis de todo tipo de muestras.
Sin embargo, los bajos niveles de concentracién en que se encuentran unido a la
complejidad de muchas de las matrices a estudiar, han contribuido en gran medida a
gue buena parte de las metodologias convencionales de preparacion de muestra
empleadas para la determinacién de estos compuestos sean procedimientos
tediosos, que involucran un elevado consumo de reactivos y una manipulacion
constante de los extractos, con el consiguiente riesgo de contaminacion y pérdida de
los analitos. Por tanto, para hacer posible un continuo seguimiento de la presencia
de estos compuestos en las muestras de interés se requiere el desarrollo de nuevos
métodos de tratamiento de muestras que, cumpliendo los requisitos de calidad
exigidos para estas determinaciones, sean mas rapidos, fiables y respetuosos con el
medio ambiente.
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En las ultimas décadas se han innovado y desarrollado diferentes técnicas y
procedimientos para el tratamiento de muestras medioambientales, bioldgicas y de
alimentos. En el caso de muestras sdlidas, la extraccién convencional utilizando un
aparato Soxhlet sigue siendo ampliamente utilizada [6, 7]. Sin embargo, la extraccién
Soxhlet requiere volimenes de disolventes extractantes relativamente grandes v,
normalmente, la extraccién de analitos requiere horas o incluso dias en completarse.
Ademas, precisa etapas posteriores de preconcentracion y/o limpieza.

La extraccion asistida por ultrasonidos (UAE) puede ser una alternativa al
tratamiento Soxhlet en el andlisis de muestras sélidas [8-11]. Haciendo uso de
ultrasonidos de alta energia mediante bafos, sondas y reactores, la muestra sdlida
se dispersa en particulas finas en el seno del disolvente de extraccidn. Ello conduce a
un aumento de la superficie de la muestra en contacto con el disolvente y de este
modo se facilita la extraccidon. En la mayoria de los casos, la extraccidon puede ser
completada en cuestion de minutos. El uso de un menor volumen de disolvente es
una de las ventajas mas importantes, ya que representa un bajo coste econdmico y
medioambiental del andlisis. Como desventajas presenta la escasa focalizacion de la
energia de ultrasonidos (especialmente en los bafios) y el dificil control de la
temperatura en la muestra que puede provocar pérdidas o descomposicién de los
analitos.

Otro tipo de energia, mas especifica, para incrementar la eficiencia de las
extracciones de compuestos organicos en muestras sélidas es la energia de
microondas (MAE). En principio, solamente las muestras o disolventes que
contengan moléculas con capacidad para formar dipolos, pueden ser extraidas con
este tipo de energia. No obstante, puesto que el agua posee estructura dipolar, la
extraccion asistida por microondas puede ser utilizada para la determinacion de una
gran variedad de analitos en un amplio rango de matrices [12-16].

La extraccidn con liquidos presurizados (PLE) permite también en muchos casos
mejorar la eficiencia de extraccion [17-23]. En esta técnica, se utilizan disolventes
liquidos convencionales (organicos o acuosos) a presiones (10-14 MPa) vy
temperaturas (50-2002C) elevadas. Con la PLE, una pequeia porcién de la muestra
sélida se coloca en un recipiente de acero inoxidable, en el que se introduce
posteriormente el disolvente de extraccidn, el cual es calentado. Con este sistema se
aprovecha el aumento de la solubilidad del analito a temperaturas superiores a los
puntos de ebullicién de los disolventes extractantes cominmente utilizados. A las
temperaturas mas altas usadas en la PLE, los procesos cinéticos para la desorcion de
los analitos de la matriz son acelerados en comparacién con las condiciones de
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extraccioén tradicionales. Las principales ventajas de la PLE son el ahorro de energia
en el calentamiento, en comparaciéon con la técnica Soxhlet, por ejemplo, la
reduccién del consumo de disolvente, como resultado de la mayor solubilidad de los
analitos, asi como una reduccidn muy importante en el tiempo de analisis

Para la extraccién los contaminantes orgdnicos persistentes no polares en
matrices sélidas se puede utilizar la extraccién con fluidos supercriticos (SFE) [23-
26]. Ofrece un procedimiento de extraccién mas verde y efectivo mediante el uso de
gases no toxicos, con una alta pureza y un bajo coste (por ejemplo, diéxido de
carbono) como “disolvente” en lugar de disolventes orgdanicos. El estado de fluido
supercritico se produce mediante la manipulacidn de la temperatura y la presién del
gas, de modo que éste se encuentre por encima del estado critico, es decir, en un
estado entre el gas y el liquido. Al igual que en PLE, la muestra se coloca en un
recipiente de extraccidon y se presuriza con diéxido de carbono, u otro fluido
supercritico, para extraer los analitos. El contenido se transfiere a un colector de
fracciones y se despresuriza, permitiendo de este modo que el diéxido de carbono
pase a estado gaseoso y se separe de la muestra. Los analitos extraidos en SFE son
entonces atrapados por adsorbentes (por ejemplo, C18) y posteriormente
desorbidos para ser analizados. La principal limitacién de esta técnica analitica es
gue no es adecuada para extraer cuantitativamente analitos organicos de naturaleza
polar. No obstante, es posible afadir disolventes organicos modificadores (por
ejemplo metanol) para elevar la polaridad del “disolvente de extraccién”, aunque
ello disminuye bastante las ventajas de esta técnica de extraccion.

Para el tratamiento de muestras liquidas viscosas y (semi) sdlidas el uso de la
extraccién con dispersion de la matriz de la muestra en fase sélida (MSPD)
representa en la mayoria de los casos una buena alternativa [27-29]. En la MSPD, la
extraccién y la limpieza de los analitos (clean-up) se lleva a cabo en una sola etapa y
haciendo uso de una columna. Esta configuracién en columna contribuye a
simplificar el proceso de analisis y evita los problemas de emulsidn asociados con la
mayoria de los procedimientos convencionales basados en LLE. Los pardmetros clave
gue controlan la eficiencia del proceso de MSPD son el agente dispersante y el
disolvente de elucién para la extraccion. Cuando se seleccionan correctamente, la
MSPD puede producir extractos listos para analizar, en la mayoria de los casos,
mediante GC o LC. El procedimiento, representado en la Figura 2, consiste
basicamente en la homogeneizacién de la muestra y el mezclado con el agente
dispersante, transferencia a una columna vacia o empaquetada con algin agente
adsorbente para realizar el clean-up, compresion de la mezcla en el interior de la
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columna con un émbolo vy, finalmente, la elucién con el disolvente adecuado para la
extraccion selectiva de los analitos de interés.

En comparacion con la LLE tradicional, la principal ventaja de la MSPD es que
tanto la extraccion de la muestra como el procedimiento de clean-up se llevan a
cabo en un sélo paso utilizando pequefias cantidades de adsorbente y disolvente.
Por lo tanto, no sélo simplifica y acelera el proceso de preparacion de la muestra,
sino que también reduce el consumo de grandes cantidades de disolventes toxicos,
evita la formacion de emulsiones, acorta el tiempo de analisis y aumenta la
fiabilidad, selectividad y sensibilidad. Sin embargo, la principal desventaja es la
dificultad de asegurar la reproducibilidad de la homogeneizaciéon y el procedimiento
de molienda debido a que es una operacion manual que puede conducir a errores

\'e

% § TRANSFERENCIA
= MEZCLADO
/ CON MORTERO
SOPORTE SOLIDO

\

COMPRESION CON
UN EMBOLO

experimentales.

MUESTRA

DISOLVENTE —>-

MUESTRA
PARA —
ANALISIS

Baker, 5. A., J. Biochem. Biophys. Methods 70 (2007) 151-162

Figura 2. Etapas generales en una extraccion mediante MSPD.

Por ultimo, una técnica muy utilizada para el andlisis de muestras sdlidas, sobre
todo en la determinacién de plaguicidas, es la extraccion mediante QUEChERS [31-
35]. Esta metodologia, que fue desarrollada por primera vez en 2003 [30], combina
la extraccion convencional, el aislamiento de los analitos de interés y la etapa de
limpieza en un sdélo paso, evita en gran medida la mezcla, la filtracién, las
transferencias de grandes volimenes de disolventes, las etapas de
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evaporacion/condensacion y/o intercambios de disolvente necesarios para la
determinacidn cromatografica. QUEChERS es la abreviatura de rapido (Quick), facil
(Easy), barato (Cheap), eficaz (Effective), robusto (Rugged) y seguro (Safe), que
describe las ventajas de esta técnica respecto a la LLE tradicional. Un posible
procedimiento de extraccién con QUEChERS se muestra en la Figura 3. El
procedimiento esta basado en la homogeneizacidon de la muestra, una extraccién
inicial con un disolvente organico (acetonitrilo, por ejemplo) mediante particién
liquido-liquido ayudada por una mezcla de sales y tampones adecuados, y una fase
de clean-up mediante extraccién por dispersiéon en fase sélida (d-SPE) con amina
primaria/secundaria (PSA) y/o C18 y/o carbon grafitizado para eliminar acidos
organicos, pigmentos polares, lipidos o esteroles que pueden interferir en el analisis.

10 mL MeCN 4g Mg50s+ 1g NaCl 50mg PSA +150mg Mgs0s

EXTRACTO LISTO
PARA EL ANALISIS

CENTRIFUGACION Y
SEPARACION DEL

AGITACION SOBRENADANTE

Anastassiades, M., Lehotay, 5.1, Stajnbaher, D, Schenck, F.1, 1. AOAC Int. 86 (2003} 412431

Figura 3. Procedimiento de extraccion con QUEChERS.

En la determinacidon de compuestos organicos persistentes en muestras liquidas
la extraccion liquido-liquido ha sido la técnica de referencia durante afos. Sin
embargo, algunas de sus desventajas mas importantes como el uso de grandes
cantidades de disolventes orgdnicos, la formacién de emulsiones, la dilucién de los
analitos, etc. han motivado a los investigadores a desarrollar nuevas técnicas para el
tratamiento de muestras liquidas que superen los inconvenientes de la LLE
convencional y, en la medida de lo posible, que aumenten las capacidades analiticas
de la técnica tradicional. Para ello, se puede considerar que existen dos vertientes
diferentes, una basada en la separacién de los analitos de la matriz de la muestra
mediante su absorcion/adsorcion en un sélido con caracteristicas apropiadas para
ello, y otra basada en la miniaturizacion de la LLE original adoptando diferentes
configuraciones.
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Muchas de las técnicas actualmente en uso para el tratamiento de muestras
liquidas estan basadas en el atrapamiento de los compuestos de interés en/sobre un
solido con propiedades adecuadas. Una vez separados de la matriz de la muestra, los
analitos de interés son eluidos del sdlido mediante una pequena cantidad de
disolvente o separados mediante su volatilizacidon por elevacién de la temperatura
del sélido. De entre las técnicas basadas en la absorcidon/adsorcion de los analitos la
extraccion en fase sdlida (SPE) es, probablemente, la técnica mas utilizada [36-42].
De forma general, el procedimiento consiste en pasar la muestra a través de un
disco, columna o cartucho que tiene en su interior el sdélido adsorbente,
previamente acondicionado y activado con agua y/o un disolvente organico.
Posteriormente, se realiza una limpieza de las posibles interferencias pasando uno o
varios disolventes organicos mientras que los analitos se mantienen adsorbidos en el
solido. Tras la etapa de clean-up se eluyen los analitos con el disolvente adecuado
para el andlisis. La SPE es mds simple, implica el uso de volumenes mas pequefios de
disolventes orgdanicos, evita la formacidon de emulsiones y presenta la posibilidad de
la automatizacion del proceso. Sin embargo, como inconvenientes presenta
problemas en el procedimiento cuando las muestras son turbias y/o tienen
particulas sélidas suspendidas, la dificultad de eleccion de los adsorbentes y
disolventes adecuados para la separaciéon de analitos con caracteristicas fisico-
guimicas muy diferentes entre si, y el aumento del coste de analisis debido al hecho
de que los sdlidos adsorbentes, en general, no son reutilizables.

Otra técnica de extraccion muy extendida en la actualidad para el analisis de
muestras liquidas es la microextraccién en fase sdlida (SPME) [44-48]. Fue
desarrollada por primera vez por Pawliszyn y sus colaboradores en 1990 [43] y
consiste en una técnica de equilibrio en la cual los analitos son adsorbidos en una
fibra de silice fundida recubierta con una capa de adsorbente apropiada mediante la
simple exposicién de la fibra al espacio de cabeza de la muestra o por inmersion
directa en la muestra liquida. Una vez adsorbidos los analitos son separados de la
fibra por volatilizacidn, generalmente, en el interior del sistema de inyeccion del
instrumento en el que se va a realizar la medida instrumental. Esta técnica tiene
como claras ventajas la ausencia o reduccidon de disolventes organicos en el
procedimiento, la capacidad de preconcentracion de los analitos y la posibilidad de
automatizacion del proceso. Como desventajas el alto coste, |la falta de una amplia
variedad de fibras comerciales disponibles, y en determinadas ocasiones, la
posibilidad de efecto memoria, contaminaciéon cruzada entre muestras y escasa
reproducibilidad.
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En los ultimos afios se han desarrollado varias técnicas, denominadas en
general, técnicas de microextraccion con disolvente (SME) o microextraccion en fase
liqguida (LPME) [49-51], que estdn basadas en la miniaturizacién de la extraccién
liquido-liquido convencional, algunas de ellas disefiadas bajo los mismos conceptos
de la técnica original, mientras que otras se han desarrollado con configuraciones
muy diferentes. Dentro de la LPME se pueden destacar tres técnicas: la
microextraccién liquido-liquido por dispersién (DLLME), la microextraccién en forma
de gota (SDME) y la microextraccion en fase liquida con fibra hueca (HF-LPME).

La microextraccién liquido-liquido por dispersion (DLLME) [53-55], fue
desarrollada por primera vez por Assadi y sus colaboradores en 2006 [52]. En esta
técnica, una cantidad relativamente pequefia de un disolvente inmiscible en agua
(tipicamente 10-50 pL) se disuelve en 0,5-2 mL de un disolvente soluble en agua y se
inyecta rdpidamente con una jeringa en la muestra acuosa (con un volumen de hasta
10 mL, generalmente). La inyeccidn rapida de la mezcla de disolventes organicos en
el agua hace que el disolvente inmiscible en agua se disperse en la masa acuosa
como pequefias micro-gotas en las que se extraen rdpidamente los analitos de
interés. La fase orgdnica enriquecida se separa entonces de la muestra acuosa por
centrifugacion o congelacidon (dependiendo de su densidad) y es directamente
sometido al analisis instrumental, por lo general, mediante cromatografia de gases.
Es posible la aplicacién de DLLME a los analitos polares mediante un ajuste previo
del pH y /o su derivatizacidn in situ, que se puede lograr ya sea por adicidn directa
del agente de derivatizacidén en la muestra o por la dispersion junto con el disolvente
de extraccion. La DLLME es una técnica rdpida, eficiente (se logra una gran
preconcentracion de los analitos) y hace uso de pequeiios volimenes de disolventes
organicos. Como inconveniente tiene que en el procedimiento se incluyen varias
manipulaciones manuales lo que hace dificil su automatizacién y, por tanto, es muy
necesario el uso de estandares internos, lo que aumenta el coste del analisis.

La técnica mas simple perteneciente al grupo LPME es la microextraccion en
forma de gota (SDME) [55-58], en la que una gota de un disolvente insoluble en agua
se mantiene en suspension en la punta de una jeringa de cromatografia y se
sumerge en la disolucién acuosa de la muestra o es expuesta al espacio de cabeza de
la muestra (HS-SDME). Los volimenes de extractante y muestra acuosa tipicos estan
en el rango de 1-8 plL y 1-10 mL, respectivamente. Una vez finalizada la extracciodn, la
gota es recogida en la jeringa e inyectada en el instrumento. Aunque la SDME es una
técnica de equilibrio, permite una alta preconcentracion de los analitos, una gran
reduccion del tiempo de analisis y la simplicidad del procedimiento analitico permite
la posibilidad de realizarlo de forma manual o (semi)automatica usando un
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muestreador automatico. Como desventaja principal esta técnica presenta la
dificultad de mantener la reproducibilidad del procedimiento debido a Ia
inestabilidad de la gota cuando es sometida a una agitacién de la muestra o
temperaturas, relativamente elevadas.

Pedersen-Bjergaard y Rasmussen introdujeron en 1999 una modificacidn de la
técnica LPME para mejorar su estabilidad y fiabilidad, denominada microextraccién
liguido-liquido-liquido [59]. Basicamente, el disolvente de extraccién se coloca
dentro de una membrana polimérica porosa y se pone en contacto con la muestra
acuosa con los analitos de interés. Los analitos se extraen de la muestra acuosa a
través de la fase organica en los poros de la HF y luego en la disolucién en el interior
de la membrana (que puede ser igual o diferente que la fase organica presente en
los poros). La principal ventaja de esta técnica es que la muestra puede agitarse
vigorosamente o calentarse sin pérdidas apreciables del disolvente de extraccidn, ya
que éste estd protegido mecdnicamente. Por otra parte, al mismo tiempo se
produce una limpieza de posibles interferentes porque los compuestos de peso
molecular elevado no pueden pasar a través de los poros de la membrana. Es
adecuada para analitos organicos e inorganicos con una amplia gama de polaridad, y
es posible la automatizacién de los procesos. La base tedrica, posibles
configuraciones y ventajas de esta técnica serdn tratadas en profundidad a
continuacién.

2. Técnicas de extraccion basadas en el uso de membranas

2.1. Teoriay principios de la extraccion con membranas liquidas

Las membranas poliméricas pueden aplicarse de diferentes formas para llevar a
cabo la separacion de los analitos. Pueden utilizarse como simple medio de
separacion entre las fases donadora y aceptora, que suelen tener una composicion
guimica similar o idéntica, por lo general acuosa, aunque a veces son de naturaleza
organica o gaseosa, y que pueden considerarse una sola fase. No se establece
ninguna particion entre las fases. Por lo tanto, las propiedades fisicas
principalmente, y no quimicas, gobiernan el proceso. Entre las técnicas de
membrana en una sola fase se pueden destacar la didlisis [200, 201] o la
pervaporacién [202-208], que es especialmente interesante en la determinacién de
analitos organicos volatiles.
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La introduccion de las membranas liquidas se remonta a finales de la década de
los 80 [60] y principios de los 90 [61, 62] cuando Audunsson, Jonsson vy
colaboradores comienzan a utilizar una membrana impregnada en un disolvente
organico entre dos fases acuosas (muestra y fase aceptora) en un sistema de flujo
continuo, para promover el paso de los analitos desde la muestra acuosa hasta la
fase aceptora situada al otro lado de la membrana [Figura 4]. Posteriormente, como
se ha comentado, Pedersen-Bjergaard y Rasmussen introducen el termino
microextraccién en fibra hueca (hollow fiber liquid phase microextraction, HF-LPME)
[59] y, desde entonces, se han desarrollado multitud de variantes y aplicaciones en
el uso de las membranas poliméricas para la determinacién de analitos de diversa
naturaleza en muestras medioambientales, biolédgicas y de alimentos.

Entrada de muestra acuosa

\\ - — .
~—— ~—~_. Salida de
muestra
Membrana acuosa
~—
Canal de
fase
Salida de
acuosa
fase
aceptora
aceptora
enriquecida
Entrada de fase en los
acuosa aceptora analitos

Lindegérd, B., Bjork, H., Jonsson, J.-&., Mathiasson, L., Olsson, A. M., Anal. Chem. 66 [1994) 4450-4437.

Figura 4. Dispositivo de extraccién en flujo continuo mediante membrana liquida.

En esencia, el funcionamiento de la extraccion con membrana liquida consiste
en la inmovilizacidn de un disolvente organico mediante fuerzas de capilaridad, en
los poros de una membrana polimérica para, posteriormente, ponerla en contacto
con la muestra acuosa que contiene los analitos. La extraccién se lleva a cabo
simplemente por difusidn pasiva o mediante la ayuda de un agente extractante que
favorece el paso de los analitos a través de la membrana. Basadas en este principio
existen dos modalidades de trabajo: la extraccion con membrana en montajes con
dos fases y con tres fases.
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En las técnicas de extraccién con membrana liquida en tres fases, como se
muestra en la Figura 5 se establecen dos interfases: fases acuosa (muestra)/fase
organica en la membrana y fase organica/fase acuosa aceptora (ac / org / ac). Los
analitos presentes en la fase acuosa donadora (muestra), después de viajar a través
de la fase orgdnica de la membrana, se transfieren a la fase acuosa aceptora, donde
son retenidos para su posterior andlisis. La composicién de la fase de aceptora debe
ser tal que las moléculas de analito, después de entrar en ella, se transforman en no
extraibles, por ejemplo, por los cambios de pH (para 4cidos o bases) o por alguna
reaccién de formacion de complejos. Por lo tanto, se les impide ser disueltas de
nuevo a la fase organica. Esta “captura” resulta en un transporte de moléculas de
analito desde la fase donadora al aceptor, a menudo aparentemente contra el
gradiente de concentracion del analito, lo que lleva a un enriquecimiento
considerable. Seleccionando adecuadamente las condiciones de las fases es posible
favorecer la transferencia de masa para obtener la selectividad deseada y un alto
grado de enriquecimiento para una amplia gama de analitos. Después de la
extraccién, la fase aceptora se transfiere a un instrumento analitico, ya sea
manualmente o en linea mediante un sistema de flujo. Dado que la fase aceptora
obtenida es acuosa, esta técnica es compatible fundamentalmente con
cromatografia liquida (HPLC) y electroforesis capilar (CE).

Fase organica impregnando los poros
de la membrana

i
i

-
-
.

Fase acuosa Fase acuosa  Fase acuosa

donadora aceptoraen  donadora

(muestra) el interior de  (muestra)
la membrana

Figura 5. Esquema de funcionamiento de un sistema de extraccion con membrana
liquida en tres fases.

27



Intooduccisn

El proceso de extraccion de un analito (A) en un sistema de tres fases puede
representarse mediante la ecuacién:

k1 k3
- —

Amuestra P Adisolv.org. P Aaceptor (1)
k2 kg

donde k3, k,, k3 y k; son las constantes de velocidad de primer orden de los procesos
de extraccion. Se puede establecer, por tanto, el siguiente balance de masa para el
analito A:

Cd,inicial Vg =Cqa Vgt Cp-Vip+ Co 0 Vg (2)

donde Cyniciar €5 la concentracion inicial de analito en la fase donadora (muestra); C,
Cn y C, es la concentracion en la fase donadora, en el disolvente organico
inmovilizado en la membrana y en el aceptor organico, respectivamente, en
cualquier instante del proceso; V,, Vi ¥ V, son los volumenes de las fases donadora,
fase organica en la membrana y fase aceptora, respectivamente.

Para cada interfase puede establecerse un coeficiente de distribucion (D):

Ceqm

Dm/d = %= ag - Km/d (3)
Ce ,m
Dm/a = #q,a: ag - Km/a (4)

donde Dm/d y Dmy, son los coeficientes de distribucion del analito entre la fase

organica en la membrana y la fase donadora, y entre la fase organica y la fase
aceptora, respectivamente; Ceq o, Ceq, m Y Ceq, o SON las concentraciones de analito
en el equilibrio en las fases donadora, fase orgdnica y fase aceptora,
respectivamente; ay y o, son la fraccion de la concentracién de analito extraible en
las condiciones establecidas en la fase donadora y aceptora, respectivamente; y los
términos Km/d y Km, son los coeficientes de particion entre las fases

organica/donadora y las fases orgéanica/aceptora, respectivamente. Las ecuaciones
(3) vy (4) pueden combinarse para obtener el coeficiente de distribucién global para
el analito entre las fases donadora y aceptora:

I Dm ag - Km
Da/ — faa _ /d — : /d (5)
d Ceq,d Dmy, aqKmy,
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Al ser las fases donadora y aceptora acuosas es previsible que, estableciéndose en
ambas fases condiciones similares (excepto el pH), los valores de los coeficientes de
particidn del analito entre la fase organica y las fases acuosas sean muy similares por
lo que la ecuacién (5) toma una forma muy simple:

Cea
Da/d=i%a—d (6)

a partir de la cual puede concluirse que en el proceso de extraccion con la
membrana, en la modalidad de tres fases, el coeficiente de particién del analito con
la fase organica tiene una importancia pequefia o nula en la posicién del equilibrio
de distribucion, mientras que las condiciones establecidas en las fases acuosas
donadora y aceptora (el pH fundamentalmente), que definen las fracciones
ionizables del analito son las que determinan el grado de distribucidn del mismo.

En el equilibrio el balance de masas expresado en la ecuacion (2) combinado
con las ecuaciones (3) y (4) queda:

ag * Km/a' Ceq'a

Cainiciar*Va = aa K Va+ ag - Kmy,* CeqaVin+ CeqaVa (7)
d

El primer término en el lado derecho de esta ecuacién, representa la cantidad de
analito que queda en la fase donadora, el segundo la cantidad que se encuentra en
el disolvente organico de la membrana, y la uUltima la cantidad que se extrae en el
aceptor. Obviamente, en la mayoria de los casos se pretende que la extraccidn sea
tan eficiente como sea posible, lo que significa que el primer y segundo término
deben ser insignificantes en comparacién con el tercero.

La concentracién de aceptor, C,, es cero en el comienzo de la extraccion y
aumenta sucesivamente, por lo general a valores muy por encima de la
concentracion que posee el analito en la muestra (fase donadora), Cyiniciai- S€
produce con la extraccion con la membrana liquida, por tanto, un enriquecimiento
de la concentracidn de analito en la fase aceptora. El factor de enriquecimiento £ (a
veces, también denominado E. o E) que se puede lograr mediante la extraccion se
define como la relacién entre C, y Cy iniciar:

Ep = —* (8)

Cd,inicial

En el equilibrio, el factor de enriquecimiento queda:

29



Intooduccisn

1

(9)

Ef,eq = aa'Km/a

a Ky, Vm , Va
“a-Kmy,

+ag-: Km/a' V_d Vg

Por otro lado, la eficiencia de la extraccion (E) puede definirse como la relacién
del niumero de moles extraidos en la fase aceptora entre el nimero de moles
iniciales presentes en la muestra:

F= —CaVa (10)
Cq,inicial " Vd
En el equilibrio, el factor de enriquecimiento queda:

1

Eeq= (11)

aa.Km/a Va

aq Km)_ Va+aa'Km/a-%+1)

A partir de esta ecuacién se puede concluir que la eficiencia de la extraccion en la
modalidad de tres fases es controlada por los dos coeficientes de particidn
individuales, y por los volumenes de la muestra, la fase organica y la fase aceptora.
En general, altos coeficientes de particién se traducen en una alta eficiencia, y esto
se puede obtener mediante la seleccion apropiada del disolvente orgdnico en la
membrana y las condiciones de pH en las disoluciones acuosas. Ademds, para una
alta eficiencia, los volumenes de muestra y de fase organica deben ser tan pequefios
como sea posible. El factor de enriquecimiento para el analito se puede relacionar
con la eficiencia de la extraccién en cualquier momento mediante la siguiente
ecuacion:

Ef:L:M

(12)
Cd,inicial Va

Para hacer un estudio cinético del aumento de la concentracidn del analito en la
fase aceptora durante el proceso de extraccidon, podemos plantear una ecuacion
diferencial suponiendo que la transferencia de masa entre las fases donadora y
aceptora es proporcional a la diferencia de concentraciéon global entre ellas.
Teniendo en cuenta las concentraciones en las tres fases en cualquier instante nos
queda:

6Ca dg Km/a
F =k (Cd,inicial —| ———+ ag - Km/a =+ =] (y ) (13)

aq 'Km/d Va Va
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La solucidn a esta ecuacién viene dada por la ecuacién de primer orden:

— - t) (14)

C
Er=—2 =F
f Efeq

Ca,inicial req (1= exp(=k -
En esta ecuacion k es una constante para la transferencia de materia global desde la
fase donadora a la fase aceptora. Obviamente, esta expresion es una simplificacién,
ya que el proceso de extraccién con membrana liquida en la modalidad de tres fases
puede ser dividido en varias etapas de difusion del analito entre las fases, y cada una
de ellas, posee su propia caracterizacidon cinética [63]. Esta ecuacion puede
representarse como se muestra en la Figura 6 [64]. Como puede observarse, el perfil
de extraccién del analito a la fase aceptora posee tres regiones bien distintas: un
primer tramo de subida, practicamente lineal, llamado régimen cinético, a
continuacién, una regidén intermedia, y, finalmente, el régimen de equilibrio en el
cual, el valor del factor de enriquecimiento se acerca a su valor de equilibrio, ¢, de
acuerdo con la ecuacién (9). Para cada aplicacion concreta, al realizar la extraccion,
puede interesar que la variacion de la concentracién del analito en la fase aceptora
en funcién del tiempo se ajuste a un régimen cinético o, por el contrario, puede
interesar que el sistema alcance el régimen de equilibrio.

Régimen Régimen Intermedio Régimen de equilibrio
Cinético

Co

A\

Tiempo

Mayer, P., Tolls, J., Hermens, J. L. M., Mackay, D., Environ. Sci. Technol. 37 (2003) 184A-191A.

Figura 6. Perfil de extraccion del analito a la fase aceptora en funcion del tiempo.
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Asi, en muchas aplicaciones, la extraccién se detiene mucho antes de que se
establezca el equilibrio, es decir, la extraccion se lleva a cabo dentro del régimen
cinético de la curva de extraccién [Figura 6] de forma que, como una buena
aproximacion, la concentracidn de analito en la fase aceptora, C,, se incrementard
linealmente con el tiempo, y en un momento dado es proporcional a la
concentracion inicial del analito en la muestra, C; niciq- Esta es la base de gran parte,
quizas de la mayoria, de los trabajos existentes en la bibliografia basados en la
extraccién con membrana, donde la extraccion es incompleta y se detiene después
de un cierto tiempo, evitando que se alcance el equilibrio. Obviamente, si la
pendiente de la curva de extraccién varia con algun parametro experimental, la
precisién de la extraccion se ve comprometida, por lo tanto, se necesita un control
estricto de las condiciones de extraccion para obtener una buena reproducibilidad.
Por otra parte, si la extraccion se deja evolucionar demasiado, hasta la regidn
intermedia de la Figura 6, la proporcionalidad entre la concentracién del analito en
la muestra y en la fase aceptora no sera completamente cierta, de forma que se
producirdn errores en la medida de la concentracidn. Esto requiere un estudio
estricto del tiempo necesario para la extraccion.

Por otro lado, se pueden establecer unas condiciones para la extraccion de
forma que se produzca una extraccién exhaustiva de los analitos alcanzandose el
equilibrio. Por ejemplo, en una sencilla configuracidon de permeacién para analitos
acidos o basicos, la “captura completa” en la fase aceptora se logra mediante el
establecimiento de las condiciones de pH del aceptor de modo que a, sea un
numero muy pequefio, préximo a cero. Como regla general, para analitos bdasicos, el
pH de la fase aceptora debe ser menor de pKa - 3,3 y el pH de la fase donadora
mayor que pKa + 2 (y para analitos acidos al revés) [65]. Esto conduce a un valor del
coeficiente de distribucién en el equilibrio mayor de 2000 y a un factor de
enriquecimiento que sélo depende de la relacion de volumenes de las fases

v . , .
donadora y aceptora (7"). En la medida que estos volumenes son conocidos
a

razonablemente bien, la incertidumbre del proceso de extraccion es potencialmente
mas pequeina que para el modo de extraccion en el régimen cinético. Se ha
demostrado experimentalmente que es posible obtener una mejor repetitividad y
reproducibilidad y menor efecto matriz que con la extraccidn en el régimen lineal
[66]. Sin embargo, es importante que el tiempo de extraccion sea lo suficientemente
largo de manera que se alcance el equilibrio, incluso si la cinética para la
transferencia de materia en una determinada muestra es mas lenta. También es
muy importante que las condiciones de “captura completa” sean validas durante
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todo el transcurso de la extraccion, lo que requiere una fase aceptora tamponada de
manera eficiente.

Para la extraccidn con membrana liquida en dos fases los principios basicos son
mads simples que los expuestos para la variante en tres fases, ya que soélo hay una
interfase implicada en la extraccion, por lo general, entre una disolucién acuosa
donadora a una fase orgdnica aceptora [Figura 7]. En este caso, el extracto final de la
extraccién es un disolvente orgdnico, por lo que, la medida analitica es mas facil
realizarla con cromatografia de gases y cromatografia liquida (HPLC) en fase normal.

Esta modalidad es quimicamente equivalente a una sola extraccién liquido-
liquido convencional. En este caso, la extraccién es impulsada por la diferencia de
concentracién de los analitos en el disolvente orgdnico y la fase acuosa donadora

(muestra)
Amuestra S Afase organica aceptora (15)
AC = ad-Kd-Cd— Ca (16)

donde K, es el coeficiente de particiéon entre la fase orgdnica aceptora y la fase
acuosa donadora:

Ky = —= (17)

ad-Cd

Para los compuestos no cargados ay = 1, mientras que para los analitos cargados o
facilmente ionizables sera la fraccidn de la concentracidn de analito extraible en las
condiciones establecidas en la fase donadora. En el equilibrio la diferencia de
concentracién, AC, debe ser cero, por lo que el coeficiente de distribucién en el
equilibrio viene dado por:

Ce ,a
Deq =7, = aa " Ka (18)

Por lo tanto, en la extraccién con membrana liquida en la modalidad de dos fases, el
coeficiente de particion fase organica/fase acuosa, K, regula directamente la
extraccion, en contraste con el modo trifasico, donde las condiciones establecidas
para la “captura” de los analitos en la fases aceptora (por ejemplo el pH) tienen una
mayor influencia. La técnica es muy adecuada para los compuestos relativamente
apolares o no polares, es decir, con altos valores de Kj.
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Fase orgénica aceptora impregnando los
poros y en el interior de la membrana
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Fase acuosa Fase acuosa
donadora donadora
(muestra) (muestra)

Figura 7. Esquema de funcionamiento de un sistema de extraccién con membrana
liquida en dos fases.

En muchos casos, el coeficiente de reparto octanol-agua (Log K,,) se utiliza
como una medida general de la hidrofobicidad de los compuestos y una estimacion
para el coeficiente de particidn, incluso si los disolventes orgdnicos utilizados en la
membrana son, normalmente, distintos del octanol. Como una regla general, la
extraccién con membrana liquida en su modalidad de dos fases sera adecuada para
aquellos compuestos que, aun no conociéndose el valor real para Ky, tengan un valor
del Log K,y > 3

Para la modalidad de dos fases, las expresiones para el factor de
enriquecimiento y la eficiencia de la extraccion en el equilibrio, ecuaciones (9) y (11)
respectivamente, se simplifican y quedan:

1

f.eq 1 Va
(ad-Kd+ Va
E, = (20)
eq — %
(ad-KC;-Va +1)

Para la modalidad de dos fases también es valido el planteamiento de la
ecuacion (14) y las consideraciones sobre la cinética del proceso de extraccién
realizados para la modalidad en tres fases (con las simplificaciones
correspondientes, obviamente) y que se observan en el perfil de la Figura 6.
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2.2. Dispositivos y configuraciones

La naturaleza de la fibra hueca es de vital importancia en LPME ya que funciona
como soporte y como contenedor para la fase aceptora. Se han utilizado materiales
polimeros como el polifluoruro de vinilideno (PVDF) [67] o la polisulfona (PSU) [68],
aunque la mayoria de los trabajos existentes en la bibliografia hacen uso de fibras
poliméricas de polipropileno (PP). El polipropileno es resistente a los disolventes
organicos, es flexible y resistente mecdnicamente, las fases organicas utilizadas en
LPME se inmovilizan facil y fuertemente en sus poros, y no presenta serios
problemas de adsorcién ya que no se producen interacciones entre los analitos y el
propio polimero. Dentro del conjunto de fibras de polipropileno, el tipo de
membrana hueca mas popular es el que presenta un diametro interno de 600 micras
de fibra hueca con paredes de 200 micras de espesor, poros de 0,2 micras, y con un
75% de porosidad. Con este didmetro interno, la aguja de una microjeringa (de
cromatografia de gases, por ejemplo) puede ser insertada en el interior de la
membrana (lumen), para inyectar y/o eliminar la fase de aceptora. El espesor de la
pared de 200 micras es muy apropiado, ya que posee una buena estabilidad
mecanica y no afecta al rendimiento de la extraccién. Una pared mas delgada es
adecuada para un mayor rendimiento de la extraccién ya que esto proporciona una
transferencia de masa mds rapida, pero esto disminuye la estabilidad mecdnica del
sistema. Una pared mds gruesa aporta una alta estabilidad mecdnica pero puede
afectar negativamente en el rendimiento de la extraccién. Por ultimo, el tamafo de
poro de 0,2 micras también parece ser el mds apropiado debido a que los
disolventes organicos utilizados como fase aceptora quedan fuertemente
inmovilizados en este tipo de estructura porosa, y este tamafio de poro
relativamente grande asegura la difusién eficiente de los analitos.

Dependiendo de la disposicion de la fibra se pueden encontrar en la bibliografia
diferentes configuraciones para llevar a cabo la microextraccion con membrana
liquida, de las cuales se pueden destacar las siguientes:

e La configuracién mas utilizada consiste en colocar la fibra en forma
longitudinal, con un extremo acoplado a la aguja de una microjeringa y el otro
extremo en contacto con la muestra, bien directamente, o bien sellado previamente
para evitar pérdidas de la disolucidon aceptora [Figura 8a]. Una vez acoplada la
membrana a la aguja de la microjeringa los poros de la fibra son impregnados con el
disolvente organico. Posteriormente, el montaje se introduce en la muestra y se baja
el émbolo para que la disolucidon aceptora quede en el interior de la fibra. Una vez
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terminada la extraccién, se sube el émbolo de la microjeringa y esta disolucion
aceptora es recuperada para su inyeccidn en el sistema instrumental.

e Enla Figura 8b se muestra una representacion de una de las configuraciones
mas utilizadas. En esta configuracidn, cada extremo de la fibra se conecta a una
aguja de tipo médico convencional, de manera que la fibra queda colocada
formando una especie de U, en la que una de las agujas sirve como guia para
introducir la disolucién aceptora en el interior de la fibra con una microjeringa y la
otra sirve como via de salida para recuperar dicha disolucién tras la extraccidn para
su posterior introduccién en el instrumento de analisis.

Microjeringa

Agujas de jeringa
convencionales

Fibra hueca con la

Fibra hueca con la
disolucién aceptora N 3 K disolucién aceptora

Muestra (fase donadora)

Muestra (fase donadora)

Barra agitadora * -

Barra agitadora

Agitador magnético

Agitador magnético

(a) (b)

Figura 8. (a) Representacidon esquematica de la configuraciéon de la membrana en
forma longitudinal acoplada a una microjeringa. (b) Representacién esquematica de
la configuracion en forma de U.

e Otra modalidad muy utilizada es la que se conoce como microextraccidén con
barra de disolvente, SBME (Solvent bar microextraction) [68] [Figura 9]. En esta
modalidad un extremo de la fibra es sellado inicialmente y a continuacion la
membrana se sumerge en el disolvente organico para impregnar los poros de la
misma. Posteriormente, es introducida la fase aceptora en el interior de la fibra y se
sella el otro extremo, antes de introducirla directamente en la disolucion donadora.
Una vez finalizada la extraccion, se corta uno o ambos extremos y con la ayuda de
una microjeringa se recoge el extracto para su posterior analisis.
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Fibra hueca con la
disolucién aceptora

Muestra (fase donadora)

Barra agitadora

Agitador magnético

© ©

Figura 9. Representacion esquematica de la modalidad SBME.

2.3. Ventajas y aplicaciones del uso de membranas

Es evidente, teniendo en cuenta el gran ndmero de aplicaciones publicadas
basadas en el uso de membranas poliméricas, que la microextraccién con membrana
liquida tiene un nimero importante de ventajas en el tratamiento de muestra, en
comparacién con otras técnicas utilizadas para el mismo fin. En primer lugar, es
destacable la fiabilidad y sencillez de, practicamente, todas las modalidades de
LPME. En segundo lugar, la importante reduccién en las cantidades de disolventes
organicos necesarios para llevar a cabo la extraccién hace posible encuadrar a la
LPME dentro de las técnicas “verdes”, que son respetuosas con el medio ambiente y
son muy seguras para el analista. También es muy destacable el bajo coste de las
fibras disponibles comercialmente, principalmente de polipropileno y que, en lo que
respecta a las caracteristicas analiticas de la técnica, hace posible el uso de
fragmentos de fibra desechables para cada andlisis, lo que evita el efecto memoriay
la contaminacion entre muestras, problemas muy importantes presentes en otras
técnicas como la SPE o la SPME. Finalmente, como ventajas mas destacadas de las
técnicas que hacen uso de las membranas poliméricas aparecen los altos factores de
enriquecimiento obtenidos para una enorme variedad de analitos determinados en
muestras de muy diversa naturaleza, y la simultanea y eficiente eliminacion de
interferencias (clean-up) que evita posibles etapas posteriores de limpieza y cambios
de disolventes que llevan implicitos un mayor error en la medida, pérdida de tiempo
y un aumento importante del coste final del analisis.

Tras el primer trabajo de HF-LPME en el afio 1999 [59], han sido muchos los
investigadores que han aplicado esta técnica, utilizando las modalidades en dos y
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tres fases, para la extraccion de compuestos orgdnicos de muestras
medioambientales, biolégicas y de alimentos. En la Tabla 1 se muestran algunos

ejemplos de publicaciones que hacen uso de este tipo de extraccién con
membranas.
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3. Microcontaminantes orgdnicos de interés medioambiental

3.1. Plaguicidas organoclorados

Por plaguicida se entiende cualquier sustancia o mezcla de sustancias, de
caracter orgdnico o inorganico, destinada a prevenir, destruir, atraer, repeler o
combatir cualquier plaga, incluidas las especies indeseadas de plantas o animales,
durante la produccién, almacenamiento, transporte, distribucion y elaboracion de
alimentos, productos agricolas o alimentos para animales, o que pueda
administrarse a los animales para combatir ecoparasitos. El término incluye las
sustancias destinadas a utilizarse como reguladoras del crecimiento de las plantas,
defoliantes, desecantes, agentes para reducir la densidad de fruta o inhibidores de Ia
germinacién, y las sustancias aplicadas a los cultivos antes o después de la cosecha
para proteger el producto contra el deterioro durante el almacenamiento y
transporte [209, 210].

En cuanto a su formulaciéon quimica existe una gran variedad de plaguicidas que
pueden clasificarse en diversos grupos: arsenicales, carbamatos, derivados de
cumarina, derivados de la urea, dinitrocompuestos, nitroanilinas, organoclorados,
organofosforados, organometalicos, piretroides y triazinas, siendo los compuestos
organoclorados de los mds numerosos y de los mas utilizados (por ejemplo el DDT,
lindano, endrin, dieldrin, etc). Los plaguicidas organoclorados presentan, en general,
una estructura base ciclica o biciclica con dtomos de cloro en sus posiciones libres.
Sus propiedades fisico-quimicas les confieren una gran estabilidad a los procesos
quimicos medioambientales y una gran tendencia a la bioacumulacién y
biomagnificacién en los tejidos grasos de los seres vivos, por lo cual, la mayoria de
ellos han sido retirados del mercado y se ha prohibido su uso en los paises
desarrollados [211]. Sin embargo, debido a su efectividad y bajo coste su uso sigue
generalizado en paises en vias de desarrollo.

El uso extensivo de los plaguicidas organoclorados durante afios ha provocado
su presencia en el aire, el suelo y el agua. Representan un peligro de contaminacién
de las aguas, tanto superficiales como subterraneas. En la Unién Europea, el control
de la contaminacion del agua por plaguicidas constituye uno de los ambitos de
actuacion mds importantes incluidos en la legislacion de la EU. De hecho, existe una
legislacion muy restrictiva en materia de plaguicidas en aguas potables, establecida
en 1998, por la que se asigna para aguas de bebida o susceptibles de bebida, como
nivel permitido el valor 0,1 pg L™ para cada plaguicida individual 0 0,5 pg L™ para el
total de plaguicidas, (excepto para aldrin, dieldrin, heptacloro y heptacloro epdxido,
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cuya maxima concentracién permitida es de 0,03 pg L) [212, 213] mientras que la
EPA (Environmental Protection Agency) establece concentraciones maximas
individuales para cada plaguicida en concreto [214]. Por otra parte, buena parte de
los plaguicidas organoclorados acaban llegando al mar, donde estas sustancias
puedes ser bioacumuladas a lo largo de la cadena tréfica, siendo el hombre el final
de dicha cadena. Muchos de estos plaguicidas son biodegradables, se volatilizan o
no se bioacumulan y no persisten demasiado en el tiempo, pero otros se
caracterizan por su enorme persistencia en el medio ambiente (por ejemplo el DDT),
su transformacidn en otras sustancias incluso mds toxicas y perjudiciales o su
enorme capacidad para acumularse en el tejido graso de animales marinos [215-
218].

Los plaguicidas suelen llegar al hombre en dosis pequefias, a través de la ingesta
de alimentos que contengan estas sustancias. También pueden absorberse por la
piel o inhalarse por las vias respiratorias. Es complicado conocer la dosis ingerida y el
tiempo de exposicion, asi como si la exposicidon es a una o mas sustancias, lo que
hace dificil la deteccién de las posibles intoxicaciones y su tratamiento. Se considera
gue tienen una toxicidad extrema, con efectos negativos sobre el sistema endocrino,
ademas de ser potencialmente mutagénicos y carcinogénicos. Afectan al sistema
nervioso y se acumulan en érganos con alto contenido de tejido graso [219-222].

En relacién a la ingesta de plaguicidas, la concentracion maxima de residuos de
un plaguicida en un producto alimentario, incluyendo tanto la superficie como la
parte interna del mismo permisible para su consumo se denomina limite maximo de
residuos, MRL (Maximum Residue Limit). Los MRL se expresan en mg de residuo de
plaguicida por Kg de producto alimentario y se basan en datos de BPA (Buenas
Practicas Agricolas) y de los datos recopilados por la Organizacion Mundial de la
Salud (WHO) sobre datos toxicoldgicos de cada plaguicida [223].

La Unidn Europea regula el uso de plaguicidas en los alimentos de tal forma que
en todos los casos en que no haya estudios que demuestren la ausencia de peligro
para la salud de los consumidores, no se permitird la presencia de ningun residuo a
niveles superiores a 0,01 mg Kg"l. Se contemplaran excepciones con las sustancias de
las cuales un nivel de 0,01 mg Kg" no sea seguro para los consumidores, y se
estableceran MRLs inferiores [224]. La UE esta armonizando gradualmente los MRLs.
Las directivas también permiten a los Estados miembros tomar medidas a nivel
nacional a la espera de decisiones comunitarias sobre MRLs especificos.
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La legislacidon actual sobre los MRLs en plaguicidas deriva de cuatro directivas
fundamentales:

e Directiva 76/895/CEE que establece los MRLs para frutas y vegetales [225].

e Directiva 86/362/CEE que establece los MRLs para cereales y productos

derivados del cereal [226].

e Directiva 86/363/CEE que establece los MRLs para productos de origen
animal [227].

e Directiva 90/642/CEE que establece los MRLs para productos derivados de

las plantas, incluyendo frutas y vegetales [228].

A partir de estas cuatro directivas se han ido modificando las normativas que
regulan los MRLs de cada plaguicida en uso, existiendo hoy en dia una amplia lista de
modificaciones a las anteriores directivas que se han llevado a cabo teniendo en
cuenta la aparicion de nuevos compuestos, recientes estudios toxicoldgicos sobre
los compuestos existentes o por la aparicién de posibles casos de intoxicaciones,
entre otros factores a tener en cuenta en el establecimiento de los MRLs de
plaguicidas.

3.2. Bifenilos policlorados, PCBs

Los bifenilos policlorados, PCBs (polychlorinated biphenyls) son una familia de
compuestos organoclorados, compuesta por una serie de 209 congéneres, los cuales
se forman mediante la cloracién de diferentes posiciones libres del bifenilo [Figura
10]. Su férmula empirica es CjHq0.,Cl, siendo n = x+y [Figura 10], y con n
comprendido entre 1y 10, siendo mayoritarios los congéneres con 2 a 7 cloros. De
este modo, segun el grado de sustituciones de cloro sobre la molécula, los PCBs se
clasifican en diez grupos de homodlogos, caracterizados por un mismo peso
molecular pero con diferente disposicién espacial [Tabla 2].
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Figura 10. Estructura general de los bifenilos policlorados (PCBs).

Los anillos bencénicos del bifenilo pueden rotar alrededor del enlace C-C
sencillo que los une. Asi, si las posiciones 2, 2%, 6 y 6’ no tienen ningun cloro los
bifenilos se mantienen coplanares, hablando por tanto de PCBs coplanares o no-
orto. Si tenemos una posicién sustituida en cada lado, son PCBs mono-orto
sustituidos, y el resto son los PCBs no coplanares.

La nomenclatura adoptada para los distintos congéneres de los bifenilos
policlorados ha sufrido diversas modificaciones a lo largo del tiempo, siendo la mas
utilizada en la actualidad y la que esta aceptada por la IUPAC (“BZ”), la que
denomina a los 209 congéneres por orden numérico ascendente [Tabla 2] [229]. Los
PCBs casi siempre se presentan como mezclas (Aroclor®, Kanechlor®,
Clophen®,Chlorofen®, Phenoclor® y Pyralene®).

Tabla 2. Nomenclatura y propiedades fisico-quimicas de los PCBs.

Grupo de Peso Numero de ismeros Presion Solubilidad en Log KQWt
homdlogos molecular (N2 nomenclatura de vapor agua (g/ma)
IUPAC) (Pa)

Monoclorados 188,7 3(1-3) 1,100 4,000 4,7
Diclorados 223,1 12 (4-15) 0,240 1,600 51
Triclorados 257,5 24 (16-39) 0,054 0,650 5,5
Tetraclorados 292,0 42 (40-81) 0,012 0,260 5,9
Pentaclorados 326,4 46 (82-127) 2,6 X 10° 0,099 6,3
Hexaclorados 360,9 42 (128-169) 5,8 x 10" 0,038 6,7
Heptaclorados 395,3 24 (170-193) 1,3x 10" 0,014 7,1
Octaclorados 429,8 12 (194-205) 2,8x10° 55x10° 7,5
Nonaclorados 464,2 3 (206-208) 6,3x10° 2,0x10° 7,9
Decaclorados 498,7 1(209) 1,4x10°  7,6x10" 8,3

T Kow : Coeficiente de reparto octanol-agua.

Los PCBs son sélidos o liquidos aceitosos, cuyas propiedades fisicoquimicas
dependen del grado de cloracion y de si son no-orto, mono-orto o no coplanares.
Asi, la presién de vapor o su solubilidad en agua disminuyen con el grado de
cloracién [Tabla 2]. En general, poseen una baja conductividad eléctrica y una
elevada estabilidad térmica., son poco sensibles a la radiacién ultravioleta y son
dificilmente biodegradables, lo que les confiere una alta estabilidad en el medio
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ambiente. Asimismo, son muy apolares (altos valores de Log K..,), lo que favorece su
bioacumulacién en los tejidos adiposos de los organismos vivos, en los que
experimentan procesos de bioconcentracion y biomagnificacion una vez que
ingresan en las cadenas tréficas.

La primera sintesis de PCBs fue realizada por Schmitt-Schulz en Alemania en
1881, iniciandose su produccidn a nivel industrial por la empresa Monsanto en 1929.
Como principales aplicaciones se pueden mencionar su uso como intercambiadores
de calor y fluidos dieléctricos en sistemas eléctricos, como transformadores o
estaciones rectificadoras, como modificadores de aceite (adelgazadores), como
fluido de intercambio de calor y en bombas de vacio. También como impregnadores
de resistencias de carbén y como selladores en agentes impregnantes para sistemas
eléctricos [230]. En principio, estos compuestos fueron bienvenidos a nivel industrial
debido a su alta estabilidad térmica y a su no inflamabilidad, por lo cual su uso se
generalizd rapidamente.

Los PCBs coplanares tienen una mayor importancia medioambiental y analitica
debido a su toxicidad, parecida a la de las dibenzodioxinas policloradas (PCDDs) y
dibenzofuranos policlorados (PCDFs), posiblemente debido a la estructura coplanar
de sus moléculas. Su toxicidad es sensiblemente mayor que la de los PCBs no
coplanares. Ademds, con respecto a su determinacién analitica, existe la dificultad
afiadida de su baja concentracidn con respecto al resto de PCBs no coplanares. Por
ejemplo, en una mezcla comercial de PCBs, los coplanares pueden representar sobre
un 5% o menos del total.

Debido a su amplia difusion ambiental, se han encontrado PCBs en los
diferentes compartimentos medioambientales [142, 145, 146, 173, 231-237], asi
como en muestras bioldgicas de sangre, suero, tejido adiposo (humano y animal) y
otros drganos con contenido graso como el cerebro y el higado [144, 238-242].

Aproximadamente el 25% de los PCBs asimilados por el ser humano ingresa al
organismo por inhalacién y el 75% restante a través de productos alimenticios,
siendo los de origen animal (generalmente animales marinos) la fuente mas
importante. La entrada en la cadena alimenticia se da en el mar, cuando el plancton
puede asimilar PCBs desde los sedimentos marinos. Como ocurre con la mayoria de
contaminantes, mediante el proceso de o biomagnificacion se va incrementando la
concentracién de PCBs a lo largo de la cadena alimenticia (plancton, marisco,
pescado pequefio, mamiferos marinos), y usualmente el hombre, al ser el ultimo
eslabdn de la cadena, es el que recibe mayores cantidades de PCBs. Debido al origen
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marino, la principal fuente de ingestién de PCBs en la dieta humana es el pescado en
general y especialmente el expuesto a mayores concentraciones, el cual puede llegar
a ser el 4-5% del total [243].

Los PCBs, una vez ingeridos, se acumulan principalmente en tejidos ricos en
lipidos, como puede ser el tejido adiposo, el cerebro, higado, etc. Se produce una
transferencia de la madre al feto durante la gestacién, dan lugar a una ralentizacion
del neurodesarrollo y afectan a la funcién tiroidea al situarse en receptores
especificos para estas hormonas [244, 245]. Algunos estudios sugieren la posibilidad
de efectos adversos incluso en niveles no téxicos para el resto de la poblaciéon
adulta. Los PCBs presentan numerosos efectos toxicoldgicos sobre la salud humana,
destacando su caracter carcinogénico [246].

Los PCBs estan incluidos en la lista de contaminantes orgdnicos persistentes del
Convenio de Estocolmo. Por lo tanto, y atendiendo al Reglamento 850/2004, en la
Unidon Europea [247] estan prohibidas la produccidn, comercializacién y uso de los
PCBs solos, en preparados, o como constituyentes de materiales. Ademas de esta,
existen otras directivas que regulan los niveles mdximos permitidos de estos
compuestos en alimentos destinados al consumo animal y humano [248, 249].

3.3. Difeniléteres polibromados, PBDEs

Los difeniléteres polibromados, PBDEs (polybrominated biphenyls ethers) son
una familia de compuestos organobromados, compuesta por una serie de 209
congéneres, los cuales estan formados por dos anillos bencénicos unidos por un
grupo éter [Figura 11]. Su féormula empirica es C;,H10.,Br,O siendo n = x+y, y con n
comprendido entre 1 y 10. Al igual que los PCBs se clasifican en diez grupos de
homdlogos, caracterizados por una misma masa molecular pero con diferente
disposicidn espacial y se utiliza la nomenclatura “BZ” que le asigna un namero del 1
al 209 a cada uno de los congéneres. [Tabla 3].

Los PBDEs son moléculas poco solubles en agua, sobretodo en el caso de los
congéneres mas bromados. Presentan altos coeficientes de particién octanol/agua
(Log K,,) aumentando este valor con el grado de bromacién de la molécula.
Asimismo, los PBDEs presentan una baja presion de vapor, elevada estabilidad
térmica, resistencia a la exposicion ultravioleta y a la accion de los microorganismos.
Presentan una resistencia elevada a acidos, bases y otros agentes corrosivos, lo que
justifica su elevad persistencia medioambiental. Son altamente lipd&filos por lo que se
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acumulan en los tejidos adiposos de los organismos vivos y al igual que los PCBs
experimentan procesos de bioconcentracion y biomagnificacion una vez que
ingresan en las cadenas tréficas [250].

@]

x+y=1-10

Figura 11. Estructura general de los difeniléteres polibromados (PBDEs).

Los PBDEs empiezan a comercializarse a finales de los afios 70, aumentando su
produccidn a varios miles de toneladas a principios de este siglo. Se trata de
compuestos sintetizados industrialmente y que se utilizan como aditivos en diversos
materiales poliméricos, con objeto de reducir su inflamabilidad e inhibir su
probabilidad de ignicidén. Sus aplicaciones son muy diversas, por su gran eficacia
como agentes ignifugos y su bajo coste. Entre ellas se encuentran, el uso en equipos
eléctricos y electrénicos, productos de tipo textil o materiales de construccidn, etc
[251]. Sin embargo, al contrario que en el caso de los PCBs, no todos los congéneres
de PBDEs han sido producidos a nivel industrial, siendo las denominadas mezclas
penta-, octa- y deca-bromadas las mas comunes. La primera de ellas contiene
principalmente los congéneres tetra-, penta- y hexabromados (en una proporcién
aproximada: 32%-60%-8%), la segunda contiene los congéneres hexa-, hepta-, octa-
y nonabromados (en una proporcién aproximada: 12%-43%-35%-10%) y, finalmente,
la mezcla deca-BDE que, practicamente, solo contiene el congénere 209 (97%) [252,
253].

Su uso extensivo en los ultimos afos ha provocado su difusién en el medio
ambiente, de forma que se han hallado trazas de congéneres de PBDEs en diversas
matrices ambientales [141, 254-259], asi como en muestras de organismos marinos
[260-263] y fluidos biolégicos como sangre o tejido adiposo humano [141, 264-270].
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Tabla 3. Nomenclatura y propiedades fisico-quimicas de los PBDEs.

Grupo de homélogos Peso molecular ~ Numero de isémeros  Presion de Solubilidad en Log Kow'

(N2 nomenclatura vapor (Pa) agua (g/m®)

IUPAC)
Monobromados 249,1 3(1-3) 1,115 0,176 4,2
Dibromados 320,0 12 (4-15) 0,271 0,130 5,7
Tribromados 399,9 24 (16-39) 0,034 0,028 59
Tetrabromados 485,8 42 (40-81) 2,9x10° 0,018 6,8
Pentabromados 559,7 46 (82-127) 1,6x10" 6,0x10° 7,2
Hexabromados 639,6 42 (128-169) 4,5x10° 1,0x10° 7,8
Heptabromados 719,5 24 (170-193) 7,3x10° 9,3x10" 8,3
Octabromados 799,4 12 (194-205) 8,6x10° 6,9x 10" 9,0
Nonabromados 879,3 3 (206-208) 3,9x10° 6,5x 10" 11,1
Decabromados 959,2 1(209) 46x10° 7,6x10" 12,6

*Kow : Coeficiente de reparto octanol-agua.

No existen para los PBDEs tanta informacidn referente a su toxicidad en los
seres vivos como la que existe para los PCBs. Sin embargo, existen bastantes
trabajos de investigacién que demuestran sus efectos tdxicos [250]. Por ejemplo, se
conoce su actividad como disruptores endocrinos de todas las mezclas comerciales
[271, 272]. Ademas, llegan a alterar las funciones hepaticas debido a desequilibrios
en la produccion de hormonas tiroideas y de vitamina A [273, 274]. La mezcla penta-
BDE también parece influir en el desarrollo del aparato reproductor [275, 276]. En el
periodo de gestacion los PBDEs provocan efectos similares a los observados para los
PCBs, con alteraciones en el desarrollo intelectual y, ademas, disfunciones
neuroldgicas [277-279]. Por ultimo, aunque se han observado efectos carcinogénicos
en animales para la mezcla deca-BDE, los datos referentes a humanos son audn
escasos [280].

Demostrados los efectos téxicos de varios congéneres de PBDEs, las mezclas
tetra-, penta-, hexa- y heptabromadas fueron incluidas en el anexo A del Convenio
de Estocolmo en 2009 de forma que se insta a que su uso y produccién sean
eliminados de los procesos industriales [3]. La EU en base a los estudios realizados
sobre la presencia y toxicidad de estos compuestos [281] establece en 2005 una
directiva para reducir su contenido maximo en equipos eléctricos y electrdénicos,
estableciendo un valor maximo del 0,1% del peso del material [282].
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3.4. Hidrocarburos halogenados

El término halogenado se refiere a la composicién o mezcla quimica que
contiene atomos de haldgeno, es decir fluor, cloro, bromo o yodo. En el enlace con
el carbono, los halégenos forman un tipo de compuestos Ilamados halogenuros
covalentes, haloalcanos (hidrocarburos halogenados), o haluros de alquilo.

Los hidrocarburos halogenados incluyen los halometanos, haloetanos y
bencenos halogenados. De entre los mds importantes cabe citar el cloroformo, el
clorobenceno, el tricloroetileno, el tetracloruro de carbono, el cloruro de metileno
(diclorometano), el tetracloroetileno (percloroetileno), 1,1,1-tricloroetano
(metilcloroformo, cloroeteno) , y los formados por otros halégenos junto al cloro
como los fluocarburos clorados (CFCs), el clorodibromometano y el
diclorobromometano. Entre los hidrocarburos bromados se puede destacar el
bromoformo. Existen muchos usos industriales y comerciales para los hidrocarburos
halogenados debido a su excelente capacidad para disolver aceites, su rapida
evaporacion y su estabilidad quimica.

Historicamente, los primeros disolventes halogenados utilizados fueron los
disolventes hidrocarbonados, tipo alcoholes o derivados del petréleo, debido a que
eran los mas econémicos. A estos productos los sustituyeron los clorocarbonos, que
proporcionaron una mejora en seguridad al no ser inflamables. Sin embargo,
estudios posteriores revelaron su toxicidad y, por ello se propusieron los
clorofluorocarbonos (CFCs) que, en un principio, no eran considerados todxicos, ni
inflamables y ademds no eran agresivos con los pldsticos. Hasta esa fecha no habia
nada parecido, eran productos revolucionarios tanto en gas como en liquido. Asi, a
finales de los afos setenta las investigaciones cientificas pusieron en duda las
propiedades medioambientales de los CFCs y surgen los primeros indicios acerca de
su contribucién a la destruccién de la capa de ozono, y en consecuencia, se planifico
la retirada del mercado mediante un acuerdo de las Naciones Unidas conocido como
Protocolo de Montreal [283]. La corta permanencia en la atmdsfera y su uso masivo
han provocado que se vuelvan a utilizar como disolventes productos altamente
clorados como el tricloroetileno, tetracloroetileno y diclorometano e incluso
productos bromados como el bromoformo. Estos productos clorados tradicionales
son, sin embargo, téxicos y parcialmente causantes de la eliminacién del Ozono.

La cloraciéon del agua potable provoca la difusidon de gran parte de este tipo de
compuestos en el medioambiente y la exposicién directa de los seres humanos. En el
agua de bebida se pueden encontrar de 1 a 10 pg L' para bromoformo y
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dibromoclorometano, y 44 pg L™ para cloroformo, concentraciones que parecen no
tener efectos adversos para la salud [284, 285]. Sin embargo, estudios en animales
han demostrado que altas dosis de compuestos como el bromoformo y el
dibromoclorometano pueden causar dafios en el higado o el rifidén, asi como la
depresion del sistema nervioso central. No se conocen en la actualidad relacion
entre estos compuestos y efectos en el desarrollo del feto en animales o mujeres
embarazadas, ni de efectos carcinogénicos. En el caso del cloroformo, existen
evidencias de dafios en el cerebro, higado y rifdn humanos, asi como estudios que
lo relacionan con varios tipos de cancer como el cancer de colon. La agencia
internacional para la investigacién del cancer (IARC) lo ha clasificado como posible
carcinogénico para los seres humanos [284, 285].

En el caso del tri- y tetracloroetileno su emision al medioambiente es debida,

principalmente, por su uso a nivel industrial como disolventes. Son bastante volatiles
por lo que sus concentraciones en agua son menores que la de otros haloalcanos.
Presentan una toxicidad elevada en el ser humano cuando es expuesto a los vapores
de estos dos disolventes. Se han detallado efectos leves como mareos, somnolencia,
nauseas o dolor de cabeza con exposiciones moderadas. Los efectos a niveles de
exposicion altos incluyen dafios en el higado o el rifidn y arritmias de corazdn, siendo
letal en condiciones de exposicidon extrema. No se dispone de evidencias cientificas
gue relacionen estos compuestos con cualquier tipo de cancer en humanos, aunque
estudios en animales parecen indicar que pueden ser causantes de cancer en los
pulmones, higado y testiculos. Basandose en estos datos la IARC los ha clasificado

como posibles carcinogénicos para los seres humanos [286, 287].

En cuanto a su regulacidn, existen directivas europeas referidas al control de
emisiones industriales de compuestos organicos volatiles [288] y a la seguridad de
los trabajadores en el ambiente laboral que limitan las emisiones de algunos
disolventes halogenados como el tricloroetileno [289]. En cuanto a su presencia en
productos alimenticios, existen algunas normativas generales que establecen limites
maximos en el agua de bebida [290], en colorantes alimenticios [291] o en el aceite
de oliva [292].
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3.5. Farmacos y sus productos de degradacion

Los productos farmacéuticos son sustancias quimicas sintéticas o naturales
utilizadas en medicina y veterinaria para el diagndéstico, cura, tratamiento y
prevencion de enfermedades. En la actualidad se producen cientos de toneladas al
ano de estos compuestos en diferentes formulaciones [293, 294]. Se clasifican en
familias de acuerdo a su funcion y actividad bioldgica, por ejemplo, farmacos
antiinflamatorios no esteroideos, antibidticos, B-bloqueadores, antidepresivos,
antiepilépticos, antisépticos, hormonas esteroideas o sedantes [295].

Una vez en el organismo, una parte de estos productos farmacéuticos realizan
su actividad bioldgica siendo metabolizados, mientras que otra parte no entran en
las rutas metabdlicas y son excretados al medio en su forma original. Por tanto, se
produce una liberacidn al medioambiente de productos farmacéuticos con una alta
actividad biolégica que, bien en su forma original, o bien los metabolitos derivados
de los procesos naturales de degradaciéon de estos productos, causan un importante
efecto contaminante en el ecosistema [295-298]. Ademds de ello, una parte
importante de los productos farmacéuticos producidos no son consumidos en las
fechas recomendadas por los fabricantes y los usuarios se deshacen de ellos, en gran
medida, a través del desagilie de sus hogares. Todos estos compuestos desechados
entran en las aguas residuales de los nucleos urbanos y son conducidos a las plantas
de tratamiento de aguas, donde son degradados en un alto porcentaje. Sin embargo,
en muchas ocasiones los productos de degradacién que se obtienen en esos
procesos de tratamiento son bioldgicamente mas activos y téxicos que los
compuestos originales, lo que supone un problema medioambiental cada vez mas
importante [296-299].

Los farmacos anti-inflamatorios no esteroideos (non-steroideal anti-
inflammatory drugs, NSAIDs) son los productos farmacéuticos de venta libre mas
utilizados en aplicaciones médicas humanas y veterinarias de todo el mundo.
Ademas, los NSAIDs son uno de los grupos de farmacos mas frecuentemente
detectados en los ambientes acuaticos en los niveles de concentracién de pg L™ en
agua superficial, agua potable y aguas residuales [133-137, 300, 301].

Los NSAIDs tienen propiedades analgésicas, antipiréticas y anti-inflamatorias,
reduciendo la inflamacidn y el dolor por la inhibicién de las ciclooxigenasas COX-1y
COX-2, que son encimas que catalizan la sintesis de prostaglandinas, que se
encargan de estimular las terminaciones nerviosas del dolor [302, 303]. Algunos de
los farmacos mas importantes de este grupo son el Ibuprofeno (IBP), el diclofenac
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(DFC) o el ketoprofeno (KTP). Estos compuestos tienen cardcter acido, son no
volatiles y solubles en agua [Tabla 5].

En muchos casos, las consecuencias de la presencia de los NSAIDs en el medio
ambiente no estan aun claras, pero en otros casos se ha demostrado su toxicidad y
dafo al ecosistema [295, 304]. Por tanto, la legislacién referente a la regulacién de
este tipo de compuestos en el medio ambiente o los alimentos de consumo humano
no es todavia lo suficientemente extensa y restrictiva. Para ello, son necesarios
nuevos estudios sobre la presencia de NSAIDs en muestras medioambientales,
biolégicas y de alimentos, asi como de los productos de degradacion formados en los
procesos (bio)quimicos en los que intervienen.

Tabla 4. Propiedades fisico-quimicas de algunos NSAIDs.

Farmaco Estructura Peso pKa Solubilidad en agua Log Kowf
molecular (g/m’)
Diclofenac cl 296,15 4,15 2,37 4,51
NH
cl OH
(@]
Ibuprofeno CHs 206,3 4,91 21 3,97
OH
CHy
H3C
Ketoprofeno o CHz 254,28 4,45 51 3,12

‘ o
(O

T Kow : Coeficiente de reparto octanol-agua.
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Capitulo 1. Desarrollo de una nueva metodologia para la determinacion de
contaminantes orgdnicos persistentes en muestras bioldgicas y de alimentos

Resumen

Las técnicas de extraccion con membrana de fibra hueca se utilizan ampliamente y
cada vez mds en el ambito de la quimica analitica, pero por lo general se aplican a
muestras de agua o con matrices relativamente simples. En este trabajo hemos propuesto
un nuevo acoplamiento que permite la extraccion de cuarenta contaminantes organicos
persistentes en muestras de zumo de naranja, tomates y plasma de origen animal. En el
proceso de optimizaciéon del método de extracciéon se ha desarrollado un disefio
compuesto central para conseguir las condiciones dptimas para todos los analitos y
también se ha utilizado una respuesta combinada para alcanzar las condiciones dptimas
simultaneas para los cuarenta analitos. Los limites de deteccion obtenidos son muy bajos,
en el rango de los ng L™, incluso en el andlisis de muestras reales y las recuperaciones
relativas obtenidas estan alrededor del 100% para la mayoria de los analitos. El nuevo
acoplamiento permite obtener una muy buena precision que es un defecto habitual de las
técnicas de extraccién con membranas poliméricas porosas en el analisis de muestras
reales complejas.

Los resultados descritos en este capitulo han sido publicados en el trabajo: Manso, J.,
Garcia-Barrera, T., Gémez-Ariza, J. L, “New home-made assembly for hollow-fibre
membrane extraction of persistent organic pollutants from real world samples”, Journal of
Chromatography A 1218 (44), 7923-7935.
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1. Introduccion

La preocupacion por la contaminaciéon del medio ambiente por parte de los
contaminantes organicos persistentes (Persistent Organic Pollutants, POPs) se ha
incrementado enormemente en las Ultimas décadas. Los contaminantes orgdnicos
persistentes son un grupo de contaminantes ubicuos y en la actualidad su analisis en
muestras ambientales y de alimentos es cada vez mayor debido al marcado aumento en
los niveles de estos compuestos en la ultima década [1, 2]. La accidn en el organismo de los
plaguicidas organoclorados como disruptores hormonales endocrinos e, incluso, como
inductores de cancer es bien conocida [3]. Se han establecido el caracter persistente y su
capacidad para acumularse en los tejidos bioldgicos de plaguicidas y bifenilos policlorados
[3, 4]. Pequenas cantidades de congéneres de PCBs también se han asociado con una
mayor incidencia de aborto [5]. Las propiedades fisico-quimicas de los difeniléteres
polibromados son similares a los PCBs, y por tanto, son téxicos, persistentes y altamente
lipéfilos [6]. Se han publicado varios trabajos en relacién con el uso de técnicas de
extraccién con membranas de fibra hueca para la determinacidon de compuestos organicos
persistentes. En este sentido, la microextraccion con membrana liquida se ha utilizado para
la determinacion de plaguicidas organoclorados en agua de mar [7] y agua dulce [8-9], para
la determinacion de PCBs en plasma sanguineo [5], y de PBDEs en aguas medioambientales
[10].

Hoy en dia, las técnicas de extraccidon basadas en el uso de membranas se han
convertido en una alternativa prometedora frente a las técnicas analiticas de extraccion
tradicionales, e incluso, frente a técnicas de extraccion mas recientes basadas en la
miniaturizacion de las técnicas tradicionales como la microextraccion en fase sdlida, la
microextraccion en fase liquida mediante gota suspendida o la microextraccion liquido-
liquido dispersiva [12]. El principal problema relacionado con las técnicas de
microextraccion en fase liquida es la reproducibilidad del procedimiento. Asi, en el caso de
la SDME, la microgota suspendida puede sufrir pérdidas de disolvente o desprenderse
facilmente durante la agitacion de la fase donadora, siendo ademas, poco adecuada para
muestras sucias ya que las particulas en la muestra afectan a la extraccion haciendo la gota
inestable [13]. La introduccion de las membranas poliméricas porosas por Pedersen-
Bjergaard y Rasmussen solucionaba buena parte de los problemas relacionados con la
aplicacion a muestras sucias tales como la contaminacién entre muestras o la
reproducibilidad del procedimiento [14].

El disefio compuesto central (CCD) se introdujo en 1951 por Box y Wilson [15]. Un
disefio compuesto consiste en la combinacién de un disefio factorial completo o
fraccionado y un disefio adicional, normalmente un disefio estrella. Si los centros de ambos
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disefios coinciden, se denomina disefio compuesto central (CCD) [16]. Si k es el nimero de
factores del experimento, el disefio compuesto central se basa en un disefio factorial
completo (2* experiencias), un disefio estrella (2k experiencias) y C replicados extra en el
centro del disefo. Por tanto, un CCD requiere 2X+2k+C experimentos. Para k= 3 factores,
un diseno factorial completo comprende 8 experiencias que se localizan en los vértices de
un cubo en el que cada eje corresponde a un factor. Se obtienen todas las combinaciones
posibles entre +1 y -1. Los puntos estrella se localizan en los ejes de coordenadas del
espacio factorial. Si tenemos tres factores, entonces tendremos los puntos (#a, 0, 0), (O,
+a, 0) y (0, 0, #a), donde a es la distancia desde el centro del disefio hasta un punto
estrella (distancia axial). Los puntos de un factor a un nivel son denominados axiales. C es
el nimero de replicados en el punto central de disefio necesarios para estimar el error
experimental. Normalmente, se realizan tres replicados en el punto central del disefio.

»

Figura 12. Diseflo compuesto central para tres factores.

Box y Hunter sugirieron en 1957 el empleo de disefios compuestos centrales que
fueran “girables” [17]. Estos disefios tiene la propiedad de generar la misma informacién
en todas las direcciones, es decir, al rotar el disefio sobre el origen no se altera la varianza.
Esto quiere decir que la varianza de las respuestas predichas, depende solamente de la
distancia al centro del disefo. En un disefio compuesto central girable, a = 2" donde f es
el niumero de factores.
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En el presente trabajo se desarrolla un nuevo acoplamiento para el cual no existe aln
un prototipo comercial, para la extraccion de 40 contaminantes orgdnicos persistentes,
incluyendo plaguicidas, PCBs y PBDEs utilizando la técnica de extraccién con membrana de
fibra hueca. El método es mas simple que los que se describen en la bibliografia y los
parametros de calidad del método propuesto, especialmente la reproducibilidad iguala, e
incluso mejora los métodos actuales. El método de extraccion ha sido optimizado
mediante un disefio compuesto central rotable (RCCD) y la validacion se ha realizado sobre
muestras reales como zumo de frutas, tomates y de plasma de sangre de cerdo.

2. Materiales y métodos

2.1. Disoluciones, reactivos y muestras

Todos los reactivos y disolventes utilizados en este trabajo tenian la maxima pureza
disponible. Isooctano, n-hexano, ciclohexano, n-decano, acetona, acetonitrilo, metanol y
tolueno fueron suministrados por Teknokroma (Sant Cugat del Vallés, Barcelona, Espafia).
Fueron suministrados por Sigma-Aldrich (Steinhein, Alemania) el anticoagulante citrato-
dextrosa; los plaguicidas: beta-hexaclorociclohexano (B-HCH), lindano (y-HCH), delta-
hexaclorociclohexano (6-HCH), alfa-endosulfan, beta-endosulfan, heptacloro, heptacloro
epoxido, aldrin, endrin, dieldrin, clortalonil, alfa-cipermetrin, bifentrin, acrinatrin,
fenarimol, posaldn, 4, 4’-DDD, 4, 4'-DDT, 4, 4’-DDE y lambda-cihalotrin; y los PCBs: n2 1, n?
5, n2 28, n2 29, n? 47, n2 52, n2 98, n? 138, n? 153, n2 154, n2 171, n? 200. Los PBDEs: n?
28, n2 47, n2 85, n? 99, n? 100, n2 153, n? 154, n? 183 fueron suministrados por Fluka y
Accurel, pertenecientes al grupo Sigma-Aldrich. El agua ultrapura (18,2 MQ cm) fue
obtenida mediante un sistema de purificacién Milli-Q Gradient suministrado por Millipore
(Watford, Reino Unido).

Las disoluciones primarias se prepararon disolviendo los reactivos comerciales en
acetona y se almacenaron en un congelador (=-209C). Las disoluciones de trabajo
necesarias para el calibrado por inyeccién directa se prepararon diariamente mediante las
correspondientes diluciones de las disoluciones primarias en n-hexano. Las disoluciones
necesarias para el fortificado de las muestras se prepararon semanalmente por dilucién de
las correspondientes disoluciones primarias en acetona y fueron almacenadas en un
frigorifico y en la oscuridad (=42C) hasta su andlisis.

Las muestras de tomate y zumo de naranja fueron suministradas por un
supermercado local. Las muestras de plasma sanguineo de cerdo se obtuvieron mediante
centrifugacion de los tubos de sangre (con anticoagulante) a 1500 g durante 15 minutos.
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Tras la centrifugacidén se observaron tres capas: una fraccién superior o sobrenadante de
un color amarillo pdlido correspondiente al plasma sanguineo, una segunda fraccién de
color gris-blanco, correspondiente a la fraccién de leucocitos y una tercera fraccién en la
parte inferior del tubo, de un color rojo oscuro, correspondiente a los eritrocitos o
hematies. Tras la centrifugacion, el sobrenadante obtenido se aspird cuidadosamente para
obtener un aislamiento lo mds perfecto posible de la fraccidn del plasma respecto a la
fraccién de leucocitos. Posteriormente, dicha fraccién de plasma se almacend en un
congelador a -802C hasta su analisis.

2.2. Procedimiento de extraccion

La disposicidn de la membrana para la microextraccion en fase liquida se muestra en
la Figura 13. El tipo de fibra hueca utilizada para contener la fase organica aceptora (en los
poros y el interior de la membrana) fue una membrana porosa de polipropileno Accurel
Q3/2 suministrada por Membrana (Wuppertal, Alemania), con un didmetro interno de 600
pm, 200 um de grosor en la pared de la membrana y 0,2 um de tamafio de poro. La
porosidad habitual de este tipo de membranas es del 70%. El sistema de extraccién
consiste en una pieza de fibra de unos pocos centimetros de longitud (1-3 cm) unida por un
extremo a la punta de una micropipeta de 20 pL GELoader (Eppendorf, Hamburgo,
Alemania) [Figura 13]. La membrana porosa se encuentra sellada térmicamente por el
extremo libre para evitar pérdidas de la fase orgdnica durante la extraccidon. La muestra
acuosa se introduce en un vial de 4 mL que se cubre por un septum de PTFE/silicona de 20
mm de didmetro y 3 mm de espesor, ambos suministrados por Supelco (Bellefonte,
Estados Unidos).

La fibra polimérica se corta en pequefios trozos con la longitud adecuada, se sella
térmicamente un extremo y se limpia con acetona para eliminar posibles restos del
material de la membrana (polipropileno) o posibles interferentes para la determinacion de
los analitos. Después se dejan secar al aire para su posterior uso.

El procedimiento de extraccién comienza con el corte de la punta de micropipeta a la
longitud necesaria para asegurar una unién perfecta con la fibra, se atraviesa el septum vy
se coloca el extremo abierto de la membrana. Después, la fibra se introduce en el
disolvente organico extractante durante un minuto para abrir los poros de la membranay
permitir la inmovilizaciéon de la fase aceptora organica en su interior. Posteriormente, se
introduce unos instantes en otro vial con agua Milli-Q para eliminar el exceso de disolvente
organico que queda en la superficie exterior de la membrana. Utilizando una microjeringa
de cromatografia de gases Hamilton, de 500 pL (suministrada por Supelco) introducida por
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la punta de micropipeta, se elimina el aire por aspiracion, y se introduce el disolvente
organico extractante en el interior de la membrana. Para evitar la pérdida de fase organica
por la parte superior de la membrana se coloca un émbolo de jeringa para cerrar el
montaje [Figura 13]. Finalmente, el dispositivo de extraccién se introduce en el vial que
contiene 4 mL de muestra de forma que la membrana quede unos pocos milimetros por
debajo de la superficie de la muestra. Una vez terminada la extraccidn, el montaje se saca
de la muestra, se corta el extremo sellado y con una microjeringa se extrae la fase aceptora
por la parte superior, a través de la punta de micropipeta. Un microlitro del extracto
obtenido es utilizado para el analisis cromatografico.

2.3. Andlisis cromatogrdfico

Los extractos obtenidos se analizaron con un cromatégrafo de gases modelo 3800
acoplado a un espectrémetro de masas con trampa de iones Saturn 2000, ambos mddulos
suministrados por Varian (Sunnyvale, CA, Estados Unidos). El cromatdgrafo estaba
equipado con una columna capilar de silice fundida Factor Four (suministrada por Varian)
con una fase estacionaria VF-5ms (con un 5% de grupos fenilo y un 95% de
dimetilpolisiloxano) y unas dimensiones de 30 metros, 0,25 mm de didmetro interno y 0,25
pum de espesor en la capa de fase estacionaria. Se inyectd del extracto en el sistema de
inyeccidn con/sin divisién del cromatdgrafo, configurado en modo sin division durante 45
segundos. La temperatura del inyector se mantuvo constante a 2502C. Se utiliz6 como gas
portador helio a un flujo de 1,3 mL min™. La temperatura de la linea de transferencia entre
el cromatdgrafo y el detector de masas se mantuvo a 280°C. El programa de temperaturas
del método cromatografico consta de las siguientes etapas: un mantenimiento inicial de 1
minuto a 759C; un aumento de temperatura inicial hasta 1502C mediante una rampa de
302C min'; una segunda subida mediante una rampa de 52C min™® hasta 180°C y un
mantenimiento a esa temperatura durante 15 minutos; un tercer aumento de temperatura
hasta 1902C a 52C min™ y un mantenimiento durante 5 minutos; una cuarta rampa a 52C
min™ hasta 2002C y un mantenimiento durante 3 minutos; una quinta subida de la
temperatura hasta 2802C con un mantenimiento 2,5 minutos y, finalmente, un aumento a
502C min’ hasta 2902C con una constancia a esa temperatura durante 4,8 minutos. El
tiempo cromatografico total fue de 60 minutos. Las condiciones de deteccion de masas
bajo impacto electrénico (El) se resumen en la Tabla 5.

Los extractos obtenidos se analizaron simultdneamente con un cromatégrafo de gases
modelo 6890N acoplado a un detector de captura de electrones (ECD), de Hewlett-Packard
(HP) (Wilmington, DE, Estados Unidos). Se utilizd una columna cromatografica CP-SIL 8
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suministrada por Chrompack (Middelburg, Paises Bajos) con 30 metros de longitud, 0,25
mm de didmetro interno y 0,25 um de fase estacionaria. El programa de temperatura del
horno del cromatdgrafo, la temperatura del inyector y el flujo de helio en columna que se
utilizaron fueron los que se han descrito previamente. El gas portador/estabilizador (make-
up) utilizado fue nitrégeno a un flujo de 40 mL min™ y la temperatura del detector se
mantuvo a 3002C.

~— Embolo de jeringa

Muestra acuosa
Vialde 4 mL —

Membrana porosa con la

Barra agitadora fase organica aceptora

Agitador magnético

~

Figura 13. Esquema de la disposicidon de la membrana para la extraccidon y una punta de
micropipeta GELoader de 20 pL.

2.4. Disefno experimental y andlisis estadistico de datos

El disefio experimental utilizado en este trabajo consiste en la optimizacion de las
variables experimentales que afectan a la microextraccién en fase liquida con membranas
porosas mediante un disefio compuesto central de segundo orden completo (CCD). Los
calculos necesarios se realizaron con el programa STATISTICA (STAT-Soft, Tulsa, OK,
Estados Unidos) y algunos programas en QuickBasic. Este tratamiento estadistico se ha
utilizado con excelentes resultados en otros trabajos publicados previamente [18, 19].
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3. Discusion y resultados

3.1. Desarrollo de un nuevo acoplamiento para la microextraccion en fase liquida

A pesar del gran nimero de estudios y aplicaciones de las membranas porosas para la
extraccidon de analitos organicos existe una carencia de prototipos comerciales, lo que
implica, como requisito, una buena cualificacion por parte del analista para que Ia
reproducibilidad del procedimiento de extraccién no se vea afectada negativamente. Por
tanto, la sencillez y aplicabilidad del procedimiento deben ser caracteristicas
fundamentales del mismo. El acoplamiento disefiado en nuestro grupo [Figura 13] utiliza
una membrana encajada en una punta de micropipeta GELoader de 20 pL que se puede
cortar con la longitud necesaria para unir perfectamente el didametro interior de la
membrana (600 um) al didametro exterior de la punta de micropipeta. La sencillez y
reproducibilidad de este acoplamiento representan una mejora importante con respecto a
otros sistemas basados en el uso de agujas de jeringa. De acuerdo con nuestra experiencia,
la microextraccién con membranas porosas presenta como inconveniente principal que la
membrana se separa con frecuencia de la aguja durante la manipulacién, por ejemplo,
durante la agitacion de la disolucion de la muestra en el vial o durante la
insercion/extraccion de la fibra en el vial. Ademas, el uso de microjeringas de gases como
soporte de la membrana para realizar la extraccién implica un aumento en el coste del
procedimiento cuando se quieren realizar varias extracciones simultaneamente.

Por otra parte, no se observan pérdidas de analitos durante la extraccion cuando se
realiza la extraccion sin sellar el vial de muestra. Por lo tanto, el procedimiento se puede
simplificar sustancialmente con el uso de un septum para cubrir el vial y apoyar la punta de
micropipeta conectada a la fibra. Por ultimo, la introduccién del disolvente de extraccién
en la membrana se lleva a cabo por la inmersion del conjunto de punta de micropipeta-
membrana en un vial que contiene el disolvente extractante durante un minuto y con la
aspiracion del aire del interior de la fibra con una jeringa por la parte superior de la punta
de micropipeta. Este procedimiento evita la presencia de burbujas de aire en la membrana
y el llenado incompleto de los poros y el interior de |a fibra con el disolvente de extraccion,
lo cual es un inconveniente frecuente cuando la fase aceptora se introduce en la
membrana directamente usando una jeringa.

3.2. Optimizacion de la separacion cromatogrdfica y deteccion de masas

La separacién cromatografica de los analitos de interés no fue una tarea facil debido a
su numero y a las diferentes propiedades fisico-quimicas de los mismos que aumenta las
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probabilidades de coelucidon. Aprovechando las grandes ventajas de los equipos
cromatograficos disponibles se consiguié una excelente separacion de los cuarenta

compuestos con las condiciones descritas en la seccién 3.2.3. La Figura 14 muestra Un
cromatograma obtenido con inyeccion directa, en el que puede observarse la separacion
de todos los analitos. En este trabajo, se combina la elevada sensibilidad del detector de
captura de electrones con la selectividad del espectrometro de masas para obtener bajos
limites de deteccidn y una identificacidn inequivoca de los analitos en las muestras. Como
se menciond en la seccién 3.2.3., las condiciones de deteccion de MS-MS bajo impacto
electrénico (El) se resumen en la Tabla 5.

GAMMAHCH
DELTA HCH

70000

FENARIMOL

BETA HCH
BIFENTRIN

CLORTALONIL
BETA ENDOSULFAN

HEPTACLORO EPOXIDO
POSALON

HEPTACLORO
ALFA ENDOSULFAN

PCB 1

LAMBDA CIHALOTRIN

ALDRIN
ACRINATRIN
ALFA CIPERMETRIN

! PBDE 99
[ ALFA CIPERMETRIN2
PBUE 100

PBDE 85

10000

PBDE 154

Figura 14. Cromatograma obtenido por inyeccidon directa de los cuarenta analitos en
concentracién 10 pg L™

3.3. Optimizacion univariante de la microextraccion en fase liquida

Las variables mas importantes que afectan a la microextraccién en fase liquida con
membranas poliméricas porosas (HF-LPME) son las siguientes: tipo de disolvente de
extraccion (fase aceptora), la longitud de la fibra, el tiempo de inmersion para la
inmovilizaciéon del disolvente organico en los poros y el tiempo de extraccion, el porcentaje
de disolvente organico modificador en la muestra, la velocidad de agitacion, la
temperatura y la fuerza idnica (porcentaje de sal). Para la seleccién preliminar de las
variables criticas para el proceso de extraccion se llevé a cabo una optimizacion univariante
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de algunos de ellos y se fijaron de la siguiente manera: temperatura ambiente (252C), la
longitud de la membrana en 1,5 cm, el tiempo de inmersiéon en 1 minuto, no se anadié sal
para el ajuste de la fuerza idnica (0% NaCl), el tiempo de extraccién en 5 minutos, no se
afadié ningun disolvente organico modificador en la muestra (0%) y el volumen de la
muestra utilizado fue de 4 mL.

Tabla 5. Parametros instrumentales del espectrometro de masas.

Parametros CDI

Analitos lon precursor (m/z) lones producto (m/z)
Nivel de excitacion (m/z) Amplitud (V)

PCB1 188 153 83 1,5°
PCBS 222 187 98 1,6°
Beta HCH 181 148, 147, 145 80 71°
Gamma HCH 183 148, 147, 145 80 71°
Delta HCH 181 148, 147, 145 80 71°
Clortalonil 266 133 117 95°
PCB 29 258 188,186 114 1,8°
PCB 28 258 188,186 114 1,8°
Heptacloro 272 237 120 60°
PCB 52 292 255, 257 129 1,5°
PCB 47 292 255, 257 129 1,5°
Aldrin 263 228 116 100°
Heptacloro epdxido 353 335,317,300 156 55°
PCB 98 326 254,256 144 1,7°
Alfa endosulfan 241 170, 172, 204, 206, 106 84°
Dieldrin 263 228 116 70°
p,p'-DDE 246 211,176 109 100°
PCB 154 360 325 159 2,4°
Beta endosulfan 241/195 170, 172, 204, 206, 106 64°
PBDE 28 404 246,248 178 3,3°
p,p'-DDD 235 165 104 95°
PCB 153 360 325 159 2,4°
p,p'-DDT 235 200, 165 104 75°
PCB 138 360 290, 323, 325 159 1,9°
Endrin 263 228,81 116 60"
PCB 171 396 357,359 175 2,5°
PCB 200 430 393,395 190 2,7°
Bifentrin 181 165 80 70°
PBDE 47 484 324,326 214 3,5°
Posalon 182 75,111 80 65°
Fenarimol 139 107 61 82°
Lambda Cihalotrin 181 141, 161 80 52°

80



Capttuls 1

Parametros CDI

Analitos lon precursor (m/z) lones producto (m/z) Nivel de excitacion (m/2) Amplitad (V)
Acrinatrin 181 152 80 90°
PBDE 85 566 404, 406 249 3,8°
PBDE 99 566 404, 406 249 3,8°
Alfa Cipermetrin 163 127 72 62
PBDE 100 566 404,406 249 3,8°
PBDE 153 484 482,484 214 3,5°
PBDE 154 484 482,484 214 3,5°
PBDE 183 564 404, 406 249 5,4°

*MSMS resonante

® MSMS no-resonante

3.3.1. Optimizacion del tipo de disolvente

Uno de los pardmetros mas importantes que afectan a la HF-LPME es el tipo de
disolvente orgdnico extractante, es decir, la fase aceptora utilizada. Para alcanzar una alta
efectividad en la extraccidon de los analitos de interés debe cumplir una serie de requisitos.
En primer lugar, la fase aceptora debe ser selectiva en cuanto a la naturaleza de los
analitos, es decir, estos deben tener una alta tendencia a disolverse y abandonar la
muestra. En segundo lugar, el disolvente organico debe permanecer inmovilizado en los
poros de la membrana y debe ser inmiscible en agua para que no se produzcan pérdidas de
fase aceptora durante todo el proceso de extraccion. Finalmente, el disolvente organico
utilizado como fase aceptora debe ser adecuado para la técnica utilizada para el analisis.
Teniendo en cuenta estas condiciones, se ensayaron cuatro tipos diferentes de disolventes
para la extraccion de los contaminantes organicos persistentes: isooctano, ciclohexano, n-
decano y tolueno. Los resultados obtenidos con cada uno de ellos se muestran en la Figura
15. Como puede observarse, el disolvente mas adecuado para la extraccion de la mayoria
de los analitos es el tolueno, por lo que este disolvente se seleccioné como fase aceptora
en el procedimiento de extraccion. Se considerd suficiente un tiempo de inmersion de 1
minuto para abrir los poros de la membrana e inmovilizar la fase aceptora en su interior
debido a que tiempos mas largos no aumentan el rendimiento de la extraccién.

3.3.2. Optimizacion de la velocidad de agitacion

El proceso de extraccién con membrana en la modalidad de dos fases se basa en la
difusiéon simple del analito desde la muestra hasta la fase aceptora organica en el interior
de la fibra. Por esta razoén, la agitacion de la muestra puede contribuir a reducir el tiempo
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gue necesitan los analitos para alcanzar la membrana y también favorecer el equilibrio de

reparto de los analitos entre la fase aceptora y la muestra. Basandonos en ello, se
ensayaron velocidades de agitacion en el rango de 500 rpm a 1400 rpm, y los resultados se
muestran en la Figura 16. Se puede observar que el aumento de la velocidad de agitacién
de la muestra mejora la efectividad de la extraccion de todos los analitos, aunque para
altas velocidades de agitacion aparecen burbujas de aire en el interior de la membrana y
pérdidas de la fase aceptora que son perjudiciales para la reproducibilidad de analisis. Por
lo tanto, se fijé un valor de compromiso en 1100 rpm para el procedimiento de extraccidn.

™ B-HCH my-HCH = Aldrin up,p-DOT 9,00
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3,00 I 4,00 I I

00 3,00
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1,00 e I &2 z 1,00
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®PBDE28 WPBDEYY PBDE100 wPBDE1S4 = PBDE183

'Il Ill Ili l;‘

(c) ISOOCTANO CICLOHEXANO DECANO TOLUENO
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Figura 15. Efecto del tipo de disolvente en el area relativa de (a) plaguicidas, (b) PCBs vy (c)
PBDEs. El area relativa se obtiene como: area del pico del analito/area de pico mas
pequefia obtenida.

3.3.3. Optimizacion de la cantidad de disolvente orgdnico modificador

La adicion a la muestra de un disolvente organico modificador que actiue como un
canal de transferencia de los analitos entre la fase donadora y la aceptora organica puede
incrementar la eficiencia de la extracciéon [20, 21]. Para comprobar este efecto, se
realizaron ensayos con acetonitrilo y metanol en diferentes porcentajes (0%, 10%, 20% y
30%). La adicién de acetonitrilo provoca la disminucién de las areas de los picos
cromatograficos y el metanol no afecta significativamente a la eficiencia de la extraccién
de los analitos [Figuras 17 y 18]. Por lo tanto, no se utilizaron disolventes adicionales al
extractante en el procedimiento de extraccidn.
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Figura 16. Efecto de la velocidad de agitacion de la muestra en el drea relativa de (a)
plaguicidas, (b) PCBs y (c) PBDEs. El area relativa se obtiene como: area del pico del
analito/area de pico mas pequefia obtenida.

3.3.4. Optimizacion del ajuste de la fuerza iénica

Finalmente, la adicién de sal a la muestra puede tener diferentes efectos. Por un lado,
la adicién de sal puede reducir la cantidad de agua disponible para disolver las moléculas
de analito debido a la formacién de esferas de hidratacion alrededor de los iones de la sal
[22] mejorando la disolucidn de los analitos en la fase aceptora. Por otro lado, la adicién de
sal aumenta la fuerza idnica de la muestra y cambia las propiedades fisicas de la pelicula de
difusion de Nernst, alterando los coeficientes de difusidn de los analitos a la fase organica
afectando la eficiencia de la extraccion [5, 21, 23, 24]. Teniendo en cuenta estas
consideraciones, la presencia de sal (NaCl) en la muestra se estudié de 0 a 30% (w/v). Los
ensayos mostraron que este factor no contribuye significativamente a la efectividad de la
extraccién de los analitos y, por tanto, no se considerd necesaria la adicion de NaCl en el
procedimiento de extraccion.
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Figura 17. Efecto de la adicion de acetonitrilo como disolvente modificador a la muestra en
el area relativa de (a) plaguicidas, (b) PCBs y (c) PBDEs. El area relativa se obtiene como:

area del pico del analito/4rea de pico mas pequefia obtenida.
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Figura 18. Efecto de la adicidon de metanol como disolvente modificador a la muestra en el
area relativa de (a) plaguicidas, (b) PCBs y (c) PBDEs. El drea relativa se obtiene como: area

del pico del analito/area de pico mas pequefia obtenida.
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3.4. Optimizacion multivariante de la microextraccion en fase liquida

Se construyd un disefio compuesto central girable de segundo orden (Rotable Central
Composite Design, RCCD) Para una mejor comprension de la influencia de las variables
estudiadas en la extraccién de los contaminantes organicos persistentes por HF-LPME. Para
ello, se tuvieron en cuenta tres variables: el tiempo de extraccidn (X;), la temperatura de
extraccion (X;) y la longitud de la fibra (X3). EI CCD introducido por Box y Wilson en 1951
[15]; consiste en un disefio factorial completo 2* (siendo k el nimero de variables, k = 3)
aumentado con 2k vértices (puntos axiales) situado en los ejes de coordenadas del espacio
factorial y C puntos (nimero de replicados) en el centro del disefio, (0,0,...., 0). Para los tres
factores, los puntos resultantes son (+ a, 0, 0), (0, + o, 0) y (0, O, * a), donde «a es la
distancia desde el centro del disefio a un punto axial. Esto implica la realizaciéon de N = 2k 2
k + C experimentos. En el presente trabajo, se ha aplicado un CCD girable (introducido en
1957 por Box y Hunter [17]) en el que la varianza de los valores de respuesta predichos
s6lo depende de la distancia desde el centro del disefio y a = 2 (siendo k el nimero de
variables, k = 3).

En este estudio, cada variable tiene cinco niveles codificados (- a, -1, 0, 1, a). Los
puntos extremos del disefio - a y a se asocian con el valor minimo y maximo del factor en
estudio en el rango de trabajo. La Tabla 6 muestra la matriz del disefio experimental del
RCCD (a = 1,68) con los niveles reales y codificados. El punto central se llevé a cabo por
triplicado (C = 3) para poder realizar la estimacion del error experimental y la aplicacién del
RCCD se realizd mediante 17 experimentos. Los experimentos se realizaron al azar para
evitar errores sistemdticos. La Tabla 7 recoge las respuestas (areas de los picos
cromatograficos de los analitos) obtenidas en los diferentes experimentos (RCCD) llevados
a cabo mediante HF-LPME para su optimizacién.

Los resultados para el disefio experimental se sometieron a regresion multiple para
obtener los coeficientes del polinomio de segundo orden [Ecuacién 21], donde "y" es la
respuesta experimental, B los coeficientes de la ecuacion y y; y x; los niveles codificados de
las variables i y j, respectivamente. Se realizd Un ensayo de significacion para los
coeficientes de regresion utilizando test de la t de Student, una vez conocida la desviacion
estandar de los coeficientes de regresion by, s(by). En esta prueba, la significancia del
efecto se demuestra cuando se encuentra que su valor absoluto [Ecuacién 22] es mayor
que el valor critico tabulado tcrit(u, P) para los grados de libertad u correspondientes al
modelo de regresién probado (v = nimero de experimentos - nimero de coeficientes a
estimar) con un nivel de confianza de P del 95%.

y=Po+ ZBi-xi+ XBi x>+ XBijxix; (21)
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Los modelos reducidos que representan la relacién entre las variables y las respuestas
obtenidas se recogen en la Tabla 8. Como podemos ver, todas las variables tienen efectos
significativos en la respuesta de todos los analitos y el efecto es positivo. Los términos
cuadraticos de las variables son significativos en la respuesta para algunos analitos, en
especial para algunos plaguicidas, que indican un alto efecto en la respuesta. En la mayoria
de los casos, la interaccidn entre el tiempo de extraccién y la temperatura tiene un efecto
positivo en el area de los picos de los analitos. También esta presente en muchos casos
como un efecto positivo la interaccion entre la temperatura y la longitud de la membrana.
En algunos casos, la interaccion del tiempo de extraccion con la longitud de la membrana
tiene un efecto significativamente positivo en las dreas de los picos de los analitos.

Tabla 6. Matriz del disefio experimental del RCCD

Tiempo (X;) Temperatura (X;) Longitud (X3)
Experimento Valor Valor real Valor Valor real Valor Valor real
codificado (min.) codificado (eC) codificado (mm)
1 -1 13 -1 34 -1 14
2 1 37 -1 34 -1 14
3 -1 13 1 46 -1 14
4 1 37 1 46 -1 14
5 -1 13 -1 34 1 26
6 1 37 -1 34 1 26
7 -1 13 1 46 1 26
8 1 37 1 46 1 26
9 0 25 0 40 0 20
10 0 25 0 40 0 20
11 -1.68 5 0 40 0 20
12 1.68 45 0 40 0 20
13 0 25 -1.68 30 0 20
14 0 25 1.68 50 0 20
15 0 25 0 40 -1.68 10
16 0 25 0 40 1.68 30
17 0 25 0 40 0 20
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Debido a que no se observaron diferencias importantes en la influencia del efecto de
las variables en la respuesta de los diferentes analitos, se llevd a cabo la optimizacién de la
respuesta. Por lo tanto, en este caso, el objetivo de la optimizacion es la maximizacion
simultanea de las areas de los picos de todos los contaminantes orgdnicos persistentes. La
respuesta combinada se ha aplicado con excelentes resultados en otros trabajos [25] y se
puede describir brevemente como una variable de respuesta que se calcula mediante una
suma ponderada de varias respuestas de acuerdo con la Ecuacién 23.

cOMB = ¥; {kw; - |¥|} (23)

donde w; es un peso elegido, generalmente la unidad, Y; es cada respuesta a ser optimizada
y R; es el rango de trabajo de Y,. Cuando las respuestas en la respuesta combinada deben
ser maximizadas, entonces k = 1 y G; = minimo {Y; - 1/2 R;}. El maximo de la superficie
COMB (X3, X;, X3) es el dptimo simultaneo para la variable estudiada.

La forma de la superficie 3D de la respuesta combinada para las variables tiempo de
extraccién y longitud de la membrana se representa graficamente en la Figura. 18, y el
correspondiente grafico de contorno que muestra el punto éptimo se muestra en la figura.
19. Como puede verse, el valor éptimo se alcanza en el punto con coordenadas para las
variables igual a uno, que corresponde a 37 min de tiempo de extraccién, 46 2C y 26 mm
de longitud de la membrana.

COMBINED
COMBINED

Figura 19. Superficies COMB en 3D que representan la respuesta combinada frente a las
variables optimizadas.
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Figura 20. Graficos de contorno que muestran el punto Optimo para las variables
optimizadas.

3.5. Validacion del método

Una vez optimizada la metodologia analitica, se calcularon los pardmetros de calidad
correspondientes Para probar la aplicabilidad para la extraccion de compuestos organicos
persistentes en muestras reales de zumo de naranja, tomate triturado y plasma de sangre
de cerdo. Los resultados obtenidos se resumen en la Tabla 9. Se obtuvieron curvas de
calibracion lineales para todos los analitos con muy buenos coeficientes de correlacién (R°>
0,997). Los limites de deteccidn y cuantificacion (LOD y LOQ, respectivamente) se
calcularon con los datos generados en los estudios de linealidad. Después de la
reordenacién de la funcion de calibracién, el limite de deteccion y el limite de
cuantificacion se calcularon como la concentracién de analito que corresponde a una seial
iguala"a+3S5,,"y "a+10S,,", respectivamente, donde "a" es la ordenada en el origen, y
"S," indica los errores aleatorios en los valores de la pendiente. Los limites de deteccion
se encuentran en el rango desde 15 hasta 106 ng L™ [Tabla 9], que representan valores
muy bajos en comparacion con otros resultados publicados en la bibliografia.

Para evaluar la efectividad del proceso de extraccidon en muestras reales se calcularon
los factores de enriquecimiento para cada analito seguin la Ecuacion 19, donde V, =4 mL de
muestra (volumen de la fase acuosa donadora) y V,, = 20 uL de tolueno (volumen de la fase
organica aceptora). Se calcularon los factores de enriquecimiento para la extraccion de 500
ng L™ para todos los analitos en las diferentes muestras y los datos se presentan en la Tabla
9. Podemos observar que los factores de enriquecimiento estan alrededor de unas 100
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veces. Este hecho nos llevd a concluir que la técnica es muy eficiente para la extracciéon de
los contaminantes orgdnicos persistentes en muestras acuosas con matrices complejas.

La reproducibilidad del método disefiado se estudié mediante la medida de la
desviacién estandar relativa (%RSD) para cinco inyecciones secuenciales de los analitos a
dos concentraciones diferentes (0,5 pg L' y 10 pg L) en agua y los resultados estan en el
rango del 8 al 15%.

3.6. Aplicacion a muestras reales

El procedimiento propuesto se ha aplicado a muestras reales, es decir, zumo de
naranja comercial, tomate triturado y plasma de sangre de cerdo. Se llevaron a cabo
estudios de recuperacién en muestras enriquecidas a dos concentraciones diferentes 0,5 y
1 pg L™ para las muestras de zumo de naranjay 0,25 pg L'y 0,75 pg L para las de tomate
triturado y plasma de sangre de cerdo. Las recuperaciones relativas para un método de
extraccién con membranas poliméricas porosas se determinan como la relacién de las
concentraciones encontradas realizando la extraccién en agua ultrapura enriquecida y las
encontradas en las muestras fortificadas a la misma concentracion [Tabla 10]. Las
desviaciones estandar para los estudios de recuperacidn (n = 3) se encuentran en el rango
del 4 al 17%, demostrando la buena reproducibilidad del método propuesto.

4. Conclusiones

En este trabajo se ha disefiado y optimizado un nuevo método de extraccién mediante
membranas poliméricas porosas para la determinacion de cuarenta compuestos organicos
persistentes en muestras bioldgicas y de alimentos. Los analitos determinados en este
estudio cubren un amplio nimero de plaguicidas, PCBs y PBDEs, muchos de ellos incluidos
en el Convenio de Estocolmo y, por tanto, de amplio interés para la sociedad. La
optimizacidon del método de extraccion se ha realizado con el objetivo de conseguir las
mejores condiciones para el analisis simultdneo de todos ellos. Se calcularon las
condiciones de extraccién Optimas para todos los analitos, mediante la aplicacién de
enfoques quimiométricos basados en el uso de métodos de disefio experimental. Los
métodos estadisticos descritos en este trabajo proporcionan herramientas utiles para la
optimizacidn simultanea de todas las respuestas de los compuestos en estudio. El método
propuesto presenta limites de deteccidn en el rango de ng L™, recuperaciones de alrededor
del 100% para la mayoria de los analitos y altos factores de enriquecimiento que superan
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las caracteristicas analiticas de otros métodos descritos en la bibliografia. La desviacidn
estandar relativa como parametro de calidad del método se encuentra en el rango del 4 al
17% para todos los analitos, incluso en muestras complejas bioldgicas y de alimentos. El
método propuesto es muy simple, barato y preciso, por lo que se puede utilizar para el
analisis de rutina en la determinacion de compuestos orgdnicos persistentes en muestras

de alimentos y muestras bioldgicas.
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Tabla 9. Parametros de calidad del método de extraccion para (a) Plaguicidas, (b) PCBsy

(c) PBDEs.
Analitos Zumo de naranja Tomate triturado Plasma de sangre Otros trabajos
animal
(a) LODs (ngL?)  Ef LODs (ng LY Ef  LODs(ngl")  Ef LODs (ng LY
B-HCH 18 44 82 135 45 86 102
y-HCH 16 38 38 161 83 117 102
5-HCH 20 45 59 154 22 63 152
Clortalonil 20 52 - - 35 1 252
Heptacloro 10 43 150 142 75 112 102
Aldrin 13 41 164 132 58 115 752
Heptacloro 13 46 104 170 78 146 152
a-Endosulfan 19 4 157 133 49 112 152
Dieldrin 23 53 161 129 50 109 202
p,p'-DDE 18 44 107 121 60 109 102
B-Endosulfan 14 38 163 131 12 106 242
p,p'-DDD 19 52 151 122 34 89 252
p,p'-DDT 18 43 182 106 68 22 602
Endrin 19 52 151 140 66 110 152
Bifentrin 13 54 144 53 160 20 40°
Posalén 15 58 134 107 71 45 50°
Fenarimol 39 47 134 153 88 91 100°
A-Cihalotrin 19 56 163 117 56 53 2°
Acrinatrin 23 53 173 81 33 24 3¢
a-Cipermetrin 12 60 152 66 54 42 502
(b) LoDs (ngL?)  Ef LODs (ngL?) Ef  LODs(ngl")  Ef LODs (ng LY
PCB 1 42 51 85 57 69 52 100"
PCB5 16 31 80 91 53 81 200"
PCB 29 17 60 75 100 31 68 120'
PCB 28 19 26 61 138 12 118 248
PCB 52 24 58 126 76 80 69 16°
PCB 47 30 51 163 103 61 88 100’
PCB 98 23 42 163 97 60 65 100’
PCB 154 18 55 167 107 40 88 100’
PCB 153 16 28 145 118 42 101 218
PCB 138 15 31 134 116 29 109 16°
PCB 171 13 40 181 126 80 98 40'
PCB 200 15 36 162 100 52 84 100°
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(c) LODs (ngL?)  Ef LODs (ng LY Ef  LODs(ngl")  Ef LODs (ngL?)
PBDE 28 21 48 70 132 69 108 508
PBDE 47 19 28 88 143 59 134 548
PBDE 85 22 18 72 123 61 108 528
PBDE 99 21 19 62 128 56 111 528
PBDE 100 24 25 35 108 51 83 47¢
PBDE 153 9 13 54 115 72 104 53¢
PBDE 154 17 22 131 108 66 85 53¢
PBDE 183 28 22 169 76 76 64 105¢
Ef: Factor de enriquecimiento.  “ref. [28], en zumo de manzana. Datos Tref. [31], en agua.

aref. [26], en agua. enng g'l. € ref. [32], en suero de sangre de
® ref. [27], en agua. 9 ref, [29], en agua. oveja.

€ ref. [30], en vegetales de hoja verde.
Datos en ng g™

Table 10. Valores de recuperaciones relativas (%) para los analitos extraidos en
muestras de (a) zumo de naranja, (b) tomate triturado y (c) plasma de sangre

animal.
(a)
T T T T
. 05pgl lugl . 0,5ugl lugl
Analito Analito
Rec. (%) RSD (%) Rec. (%) RSD (%) Rec. (%) RSD (%) Rec. (%) RSD (%)

B-HCH 86 12 82 15 PCB1 114 11 104 8
y-HCH 98 14 98 9 PCB 5 108 10 103 4
8-HCH 89 13 90 11 PCB 29 97 5 98 6
Clortalonil 78 9 78 16 PCB 28 109 14 110 7
Heptacloro 93 16 95 15 PCB 52 96 12 100 9
Aldrin 106 7 98 9 PCB 47 96 1 100 13
Heptacloro

L. 105 14 100 7 PCB 98 101 14 101 9
Epdxido
a-Endosulfan 102 8 100 5 PCB 154 105 11 101 5
Dieldrin 104 9 107 11 PCB 153 104 10 98 12
p,p'-DDE 97 11 101 8 PCB 138 106 11 106 14
B-Endosulfan 108 7,0 109 6 PCB 171 104 12 103 12
p,p'-DDD 101 12 105 9 PCB 200 100 10 99 13
p,p'-DDT 105 8 100 8 PBDE 28 92 14 93 15
Endrin 112 10 122 10 PBDE 47 92 14 93 12
Bifentrin 75 11 69 12 PBDE 85 91 11 94 14
Posalén 101 14 90 13 PBDE 99 84 13 89 16
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0,25 ug L™ 0,75 ug L™ 0,25 pg L* 0,75 pg L*

Analito Analito

Rec. (%) RSD (%) Rec. (%) RSD (%) Rec. (%) RSD (%) Rec. (%) RSD (%)
Fenarimol 106 14 107 14 PBDE 100 9% 12 97 10
A-Cihalotrin 101 13 103 13 PBDE 153 81 14 83 16
Acrinatrin 91 14 85 12 PBDE 154 94 16 95 14
a-Cipermetrin 98 10 101 11 PBDE 183 78 10 83 10
(b)
Analito 025 pg L” 075 ug L Analito 0,25 pgl” 0,75 pgL*

Rec. (%) RSD (%) Rec. (%) RSD (%) Rec. (%) RSD (%) Rec. (%) RSD (%)
B-HCH 120 13 93 8 PCB 1 90 11 86 12
y-HCH 115 10 82 10 PCB 5 99 10 82 9
S-HCH 94 15 80 12 PCB 29 98 13 88 13
Clortalonil N - - - PCB 28 103 14 85 14
Heptacloro 79 12 81 13 PCB 52 108 10 109 9
Aldrin 82 9 83 10 PCB 47 84 10 89 12
Heptacloro 85 18 88 17 bCB 08 85 14 92 12
Epdxido
a-Endosulfan 85 7 89 8 PCB 154 119 9 116 12
Dieldrin 81 10 84 12 PCB 153 80 11 94 14
p,p"-DDE 98 4 88 13 PCB 138 102 4 100 11
B-Endosulfan 78 11 86 13 PCB 171 94 8 85 13
p,p'-DDD 117 14 87 13 PCB 200 80 13 94 13
p,p'-DDT 88 12 81 15 PBDE 28 82 10 93 15
Endrin 81 11 84 8 PBDE 47 90 11 95 12
Bifentrin 82 17 120 12 PBDE 85 86 13 86 12
Posalén 84 11 80 12 PBDE 99 79 9 78 12
Fenarimol 93 16 85 13 PBDE 100 99 10 90 10
A-Cihalotrin 87 14 88 15 PBDE 153 89 13 76 10
Acrinatrin 72 15 87 16 PBDE 154 110 11 83 10
a-Cipermetrin 74 15 90 1 PBDE 183 95 14 87 13
(c)
Analito 025 gL 0,75 ugL* Analito 0,25 pg L? 0,75 ug L

Rec. (%) RSD (%) Rec. (%) RSD (%) Rec. (%) RSD (%) Rec. (%) RSD (%)
B-HCH 97 6 112 11 PCB 1 122 14 121 11
v-HCH 125 12 121 10 PCB 5 84 15 99 11
5-HCH 98 10 102 12 PCB 29 106 12 106 12
Clortalonil 89 14 81 14 PCB 28 82 14 91 14
Heptacloro 82 15 97 14 PCB 52 99 12 91 11
Aldrin 109 9 91 7 PCB 47 90 11 84 12
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0,25 gLt 0,75 pgL* 0,25 pg L* 0,75 pg L*
Analito Analito
Rec. (%) RSD (%) Rec. (%) RSD (%) Rec. (%) RSD (%) Rec. (%) RSD (%)

Heptacloro 101 17 91 17 PCB 98 111 10 105 13
Epodxido

a-Endosulfan 80 13 91 13 PCB 154 81 11 101 10
Dieldrin 78 13 88 12 PCB 153 96 13 93 12
0,0'-DDE 104 10 97 10 PCB 138 9% 11 92 11
B-Endosulfan 100 8 103 12 PCB 171 106 5 98 9
p,p'-DDD 91 11 93 13 PCB 200 113 10 94 10
p,0-DDT 90 13 87 14 PBDE 28 77 11 97 12
Endrin 80 13 91 11 PBDE 47 102 14 95 7
Bifentrin 65 17 78 15 PBDE 85 87 14 85 12
Posalén 106 4 99 7 PBDE 99 86 14 84 10
Fenarimol 113 8 114 10 PBDE 100 98 5 87 1
A-Cihalotrin 106 10 93 13 PBDE 153 78 12 77 12
Acrinatrin 109 13 96 11 PBDE 154 71 12 74 14
a-Cipermetrin 102 13 95 10 PBDE 183 69 12 65 14
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Chapter 2. A multiple hollow fibre-liquid phase microextraction method for the
determination of halogenated solvent residues in edible oils

Abstract

The presence of halogenated solvent residues in edible oils is caused by the
extraction process to obtain the oil and has a great negative influence in both
human health and quality of oil. The European Commission establishes a restrictive
regulation in 2003 related with the maximum content of compounds for all
categories of olive oils. This fact makes mandatory the development of new
analytical methods for the determination of halogenated solvents in edible oils to
protect human health and to guarantee food quality that should be simple and
cheap to allow their use in routine laboratories for food quality control. The method
described in this paper is based on the extraction of analytes by multiple hollow-
fibre liquid phase microextraction and detection by ion-trap mass spectrometry and
electron capture detectors after gas chromatographic separation. The limits of
detection of the analytical method are below mg kg™ with three orders of magnitude
of linear range. The recoveries of all the analytes in fortified edible oils ranged from
80-100% and the relative standard deviation below 15%. The main advantages of the
analytical method are the absence of sample carryover (due to the disposable
nature of the membranes), high analyte enrichments with enrichment factors in the
range of 79-488, high throughput and low cost.

The results shown in this chapter have been accepted for publication in: Manso-
Sayago, J. M., Garcia-Barrera, T., Gonzdlez, G. A., “A multiple hollow fibre-liquid
phase microextraction method for the determination of halogenated solvent
residues in edible oils”, Analytical and Bioanalytical Chemistry, 2014 (Manuscript Ne.
ABC-01823-2013.R1).
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1. Introduction

Olive oil has multiple health benefits due to its high content in unsaturated fatty
acids and antioxidant substances. These benefits explain that olive oil is a principal
constituent in the Mediterranean diet with high nutritional and economic value. In
this sense, the International Olive Council (I0C) reports that the production of olive
oil in the last five years reached 2.894.000 tons over the world being 73% produced
in the Mediterranean area [1]. This fact makes mandatory an exhaustive quality
control and authentication of olive oil to protect human health as well as to avoid
frauds.

Halogenated solvents are employed to extract crude olive-pomace oils from the
solid residue obtained during the pressing of olive oils [2]. Generally, naphtha,
aliphatic hydrocarbons such as n-hexane, halogenated compounds such as
trichloromethane, tetrachloromethane, trichloroethylene and others are used. The
preparation of edible oils using solvent extraction is cheaper than forcing oil but the
quality of oil is lower and it can be harmful to human health because of the presence
of solvent residues [3]. Recent investigations indicate also that cloro-derived organic
solvents usually emerge from incomplete tank and cistern cleaning during a multi-
step cleaning process. Fat is better dissolved with the aforementioned compounds;
therefore a very important step in tank preparation for oil is careful rinsing of the
tank with water [4]. The EU [5] established the parameters for olive oil quality which
limit the presence at levels below 0,1 mg kg™ (individual compounds) and 0,2 mg kg™
(total content).

Because of the high volatility of these solvents, the analytical methods are
mainly based in the isolation of compounds from this matrix by headspace solid-
phase microextraction (HS-SPME) and further analysis by gas chromatography
coupled to electron-capture detector (ECD) [6, 7], mass spectrometry (MS) [8], or
both ECD and inductively coupled plasma mass spectrometry (ECD-ICP-MS) [9].

HS-SPME is the usual extraction method of choice for the analysis of
halogenated solvents in edible oils because it is simple, efficient, fast and solvent-
free, overcoming matrix effects. However, membrane based extraction techniques
have become a promising alternative against canonical analytical extraction
techniques or more recent miniaturised techniques as solid phase microextraction
(SPME) and liquid phase microextraction (LPME). Hollow-fibre (HF) membrane
extraction techniques are mainly related with the use of hydrophobic membranes
that are porous or non-porous polymeric materials. There are several configurations
of HF but HF-LPME introduced by Pedersen-Bjergaard and Rasmussen overcomes
the majority of problems related with this type of extraction [10-12]. Miniaturised
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membrane based extraction techniques have several important advantages such as
reproducibility, absence of sample carryover (due to the disposable nature of the
membranes), high analyte enrichments, high throughput, low cost, applicability to
many different types of analytes, large pH tolerance range and facility for
automation and conversion into greener analytical techniques. Until now, HF
methods and their modifications have been widely used to efficiently extract
pollutants from food, biological and environmental samples [13-15].

In addition, multiple hollow-fibre (MHF) can increase the capabilities of HF since
it implies a step-wise extraction procedure from a single sample. In this way, the
concentration of the analyte decays exponentially and the total peak area,
corresponding to an exhaustive extraction of the analyte, can be calculated as the
sum of areas of each individual extraction. The main advantage is that the matrix
effect can be overcome and calibration can be performed in aqueous solutions even
if solid matrixes are analysed [16]. Multiple headspace (MHS) using SPME [9, 16, 17]
and single-drop microextraction (SDME) [18-21] have been previously described in
the literature. In addition, two-step liquid-liquid-liquid microextraction has been
proposed for the analysis of non-steroidal anti-inflammatory drugs in wastewaters
[22], but in this case, two different membrane extraction approaches were
combined.

In the present paper, a new method for the determination of halogenated
solvents in edible oils has been optimized using MHF-LPME followed by gas
chromatography with ECD and MS detection. For this purpose, six important
halogenated solvents have been selected: bromoform (CHBr;), chloroform (CHCls),
trichloroethene (C,HCl;), tetrachloroethene (C,Cl;), dibromochloromethane
(CHBr,Cl) and bromodichloromethane (CHBrCl;). The method is simple and
applicable to complex matrices with high reproducibility and enrichment factors for
all the analytes, which can be detected under the limits established by the UE.

2. Experimental

2.1. Standard solutions, reagents and samples

All reagents used were of highest purity. Isooctane, cyclohexane, n-decane and
acetone were obtained from Teknokroma (Barcelona, Spain). 1-octanol and toluene
were supplied by Merk (Darmstat, Alemania). Methanol and n-hexane were
purchased from Sigma-Aldrich (Steinheim, Alemania). Ultrapure water (18 MQ cm)
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was obtained from a Milli-Q water-purification system and was used throughout
(Millipore, Watford, UK).

Chloroform (99.9%), trichloroethene (99.9%), tetrachloroethene (99.9%),
dibromochloromethane (98.7%), bromodichloromethane (99 %) and bromoform
(99%) were obtained from Aldrich (Steinheim, Germany). Individual standard
solutions (1000 mg L) were prepared by exact weighting of pure compounds and
dissolution in hexane. Working solutions for direct injection and spiking experiments
were prepared by dilution of the standard solutions with hexane. All standard
solutions were stored in vials without headspace at -229C until analysis. Ultrapure
water (18 MQ cm) obtained from a Milli-Q system (Millipore, Waford, UK) was used
throughout.

Olive oil samples were purchased from a local supermarket.

2.2. Instrumentation

Analyses were carried out using a 6890N GC-puECD (Hewlett Packard (HP),
Wilmington, USA) with a Chrompack CPSIL-24 chromatographic column (30m x
0,25mm x 0,25 um). Carrier gas was helium at a flow-rate of 1,5 mL min™. The oven
temperature was optimized and programmed at 40 °C for 1 min, subsequently
increased to 2002C at 852C min™ held for 1,12 min. The make up gas was N, at 50 mL
min™ and detector temperature was set at 2802C. The injector temperature was set
at 2802C.

Samples were simultaneously analysed in a gas chromatograph model Trace GC
Ultra equipped with an ion trap (model ITQ 900, Thermo Fisher Scientific SpA,
Rodano, Milan, Italy). The chromatographic conditions were the same above
described and transfer line temperature was set at 2002C. Data acquisition was
carried out in the electron impact (El) mode at 70 eV. For selected ion monitoring
(SIM), the following ions were chosen (relative intensity in parenthesis): (i)
Chloroform: m/z 47:50 (29); 82:86 (100); 118:120 (6); (ii) Trichloroethene: m/z 60:62
(50); 95:97 (96); 130:134 (100); (iii) Bromodichloromethane: m/z 47:49 (19); 127:131
(14); 80:84 (100); (iv) Tetrachloroethene: m/z 94:98 (35); 129:135 (74); 164:170
(100); (v) Dichloromethane: m/z 79:86 (9); 127:131 (100), (vi) Bromoform: m/z 79:81
(11); 171:175 (100); 250:253 (18).
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2.3. Multiple Hollow Fibre-Liquid Phase Microextraction

The extraction procedure is illustrated in Figure 21. A mixture of methanol (total
volume of 10 mL) and 10,00 g of olive oil was placed in a centrifuge tube. After that,
the mixture was shacked until the cloud point was observed, and then centrifuged at
7000 rpm for 3 minutes allowing a complete separation of the phases. The polar
phase (methanol extract) was placed into a 20 mL vial with 15 mL of ultrapure water
and analytes were extracted by MHF-LPME.

The porous hollow fibre used to support the organic phase and for containing
the acceptor solution was Q3/2 polypropylene (Accurel Q3/2, Membrana,
Wuppertal, Germany) with an internal diameter of 600 um, 200 um of wall thickness
and 0,2 um pores. The extraction procedure used has been published elsewhere [15]
with several modifications. Briefly, the assembly consists of an Eppendorf GELoader
pipette tip for filling microinjection capillaries with a volume range of 0,5-20 pL
(Eppendorf, Hamburg, Germany), 3 cm of HF membrane and a 20 mL vial covered
with a septum (20 mm diameter and 3 mm thickness, PTFE/silicone (Supelco,
Bellefonte, PA, USA). First of all, the HF is cut and one end closed by means of a hot
soldering tool. The pipette tip end is cut allowing a perfect connection with the open
end of the membrane and then, the HF is introduced in the extraction solvent (n-
hexane) during 1 minute to open the pores. Using a 500 uL volume GC syringe
(Hamilton, Supelco, Bellefonte, PA, USA) the air is removed from the lumen of the
membrane and filled with the solvent contained in the vial. Inmediately, the HF-tip
pipette assembly is introduced into a vial containing 5 mL of sample extract
(methanol) plus 15 mL of ultrapure water. The extraction is carried out during 3
minutes at 252C and 700 rpm. After that, the sealed end of the HF is cut and 1 pL of
hexane with the analytes is extracted from the membrane through the tip of
micropipette using a 10 pL syringe for the GC analysis.

For MHF-LPME, exponential decays of the analytes with the successive
extractions were calculated by plot the total area versus the analytes mass using
solutions of the analytes in vegetable oil. Three repeated extractions were
performed per solution and the total area was calculated using the linear regression
of the logarithms of the individual peak areas (Equation (24) and (25), where “A;” is
the peak area of the first extraction and “B” is calculated from linear regression of
the logarithms of the individual peak areas) [9, 16, 17].

Ar = (24)
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InA;=({—1Lnp +LnA; (25)

Methanol
Water l |

Shake and centrifuge

Methanol extract

Olive Oil

i/

Figure 21. Extraction procedure with the HF-LPME assembly. The insert shown the
Eppendorf GELoader pipette tip used.

3. Results and discussion

3.1. Optimization of the HF-LPME method

Initially, olive oil samples were directly extracted by MHF-LPME but, due to the
complexity of the samples, the procedure was considerably enhanced with a
previous extraction with methanol. In this way, several procedures were assayed
using manual shaking, ultrasound extraction and centrifugation as well as different
solvents like methanol, ethanol and 2-propanol. Better results were obtained with
methanol as extraction solvent and centrifugation in relation with peak areas and
absence of inferences.

The most important variables affecting the HF-LPME extraction are the
following: extraction solvent, extraction time, stirring speed, ionic strength,
temperature, pH and membrane length. An univariate optimization of each variable
was carried out and the analysis (n=3) was performed under fixed conditions of the
other as follows: extraction time (5 min), stirring speed (700 rpm), ionic strength (0%
NaCl), temperature (252C), pH (4,6) and HF length (3 cm).
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3.1.1. Choice of extraction solvent

Seven different solvents were tested for the extraction of analytes: acetone,
toluene, decane, hexane, isooctane, cyclohexane and 1-octanol. The
preconcentration of analytes is only possible with the four last solvents. Figure 22
shows the effect of solvents used for HF-LPME on the peak area of analytes. It can
be observed that preconcentration of tetrachloroethene is very efficient using any of
these solvents but especially with isooctane. However, a compromise is adopted for
all the analytes using hexane as extraction solvent that was selected for further

25
m Chloroform mTrichloroethene m Bromodichloromethane mTetrachoroethene m Dibromochloromethane m Bromoform

1111

CYCLOHEXANE ISOOCTANE HEXANE 1-0OCTANOL

experiments.

Relative area
N
&

5]

5

o

Figure 22. Effect of the extraction solvents used for HF-LPME in the peak area of
organohalogen solvent. The error bars indicate the standard deviation (n=3).
Relative peak area = peak area/first peak area corresponding to the lowest
experimental value of the abscissa.

3.1.2. Extraction time

The extraction time was optimized from 1 to 10 minutes [Figure 23]. Although,
some improvement in the peak areas can be observed after 3 minutes, especially in
the case of tetrachloroethene, the repeatability is very poor and for this reason the
extraction time was set at 3 minutes for further experiments.
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Figure 23. Effect of the extraction time for HF-LPME in the peak area of
organohalogen solvents. The error bars indicate the standard deviation (n=3).
Relative peak area = peak area/first peak area corresponding to the lowest
experimental value of the abscissa.

3.1.3. Stirring speed

The extraction process is based on analyte diffusion from the sample to the
acceptor solvent inside the HF. For this reason, increases of sample stirring could
reduce the time to get the partition equilibrium. Stirring speeds from 300 rpm to
1100 rpm were assayed and results are shown in Figure 24. It can be observed that
increasing stirring speed enhances extraction yield of all the analytes, until 700 rpm
and in the case of tetrachloroethene until 1100 rpm. However, air bubbles appear
inside the membrane using high stirring speeds, which has detrimental effects in
analysis reproducibility. Therefore, a compromise value was set at 700 rpm for
further experiments.

3.1.4. lonic strength

Increasing of ionic strength affects the diffusion coefficients of the analytes and
for this reason the presence of NaCl in the sample was studied from 0 to 30% (w/v),
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although this factor does not contributes significantly to the extraction of the
analytes and enhances the extraction of interferences. Therefore, the addition of
NaCl was not considered later.
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Figure 24. Effect of the stirring speed used for the HF-LPME in the peak area of
organohalogen solvents. The error bars indicate the standard deviation (n=3).
Relative peak area = peak area/first peak area corresponding to the lowest
experimental value of the abscissa.

3.1.5. Temperature, pH and membrane length

The temperature, pH and membrane length do not influence significantly the
peak areas of the analytes and these variables were set at 252C, pH of the sample
and 3 cm, respectively.

3.2. Performance of the method

Table 11 collects the parameters of quality of HF- and MHF-LPME. With HF-
LPME, all the analytes (except tetrachloroethene) showed exponential decay of the
peaks areas, and the corresponding correlation coefficients (R?) of the linear plot In
A; versus (i-1) obtained were in all the cases higher than 0,99. As above mentioned,
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tetrachloroethene response was considered as non-linear since it showed an
increase of the In A; value while increasing (i-1). Therefore, it cannot be quantified by
MHS-SPME. Figure 25 shows overlapped chromatograms of four subsequent
extractions of the analytes at 10 pg Kg™ using HF-LPME. At the top of Figure 25 are
shown two insides with the exponential decay obtained for bromodichloromethane;
it can be observed very good correlation coefficient of the linear plot In A; versus (i-

1).
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Figure 25. Chromatograms obtained from a mix halogenated solvent solution in
blank olive oil at 10 pug Kg™* using MHF-LPME and analysis by GC-ECD. At the top the

exponential decay of bromodichloromethane is showed as an example.

Linear ranges for calibration curves were obtained from the detection limits to
400 g kg™ for all the analytes with correlation coefficients higher than 0,999. The
detection and quantification limits (LODs and LOQs, respectively) were calculated
with the data generated in the linearity studies. After reshaping the calibration
function, LOD and LOQ were calculated as the analyte concentration that
corresponds to a signal equal to “a + 3 Sy/x” and “a + 10 Sy/x” respectively, where
a” is the origin ordinate, and “Sy/x” indicates the random errors for the slops.
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As can be seen in Table 11, the LODs using HF-LPME ranged from 0,75 to 1,5 pg
Kg™ and using MHF-LPME, from 0,13 to 0,67 pg Kg™', which demonstrate the higher
sensitivity of the MHF method.

The relative standard deviations (%RSD) of ten sequential injections of the
analytes at 10 pg kg* were lower than 17% fin all the cases (Table 11). The
extraction is driven by the difference in the chemical potential of analytes in organic
solvent and in aqueous solution, which is described as a partition coefficient. In
many cases, the octanol-water partition coefficient (Log Kow) is considered as an
estimate for the partition coefficient in LPME, even if the organic solvents used is
other than octanol. To evaluate the enrichment factor obtained with the HF-LPME
assembly, the Equation (19) was used, where V, is the volume of aqueous phase, V,
the volume of organic phase, Ca and Co the concentration of analyte in the aqueous
and organic phases, respectively, Kj is the partition coefficient between the organic
acceptor phase and the aqueous donor (sample) phase, and the fraction of the
analytes that are in extractable form is ap (for non-chargeable compounds ap = 1)
[23]. The enrichment factors for 10 pg kg™ have been calculated for all the analytes
and the data are collected in Table 11.

Table 11. Features of the HF-LPME and MHF-LPME methods for the extraction of

halogenated solvents. Recovery values (%) for the analytes extracted from fortified olive oils.

LOD (ug Kg™) RSD (%) Recovery (%)
Name Log Kow Ef
HF-LPME MHF-LPME n=5 MHF-LPME

Chloroform 1,28 0,67 1,94 79 13 80
Trichloroethylene 1,44 0,44 2,57 257 11 80
Bromodichloromethane 1,38 0,13 2,04 97 11 100
Tetrachloroethene 0,75 - 3,07 488 15 66
Dibromochloromethane 1,35 0,19 2,21 136 13 92
Bromoform 1,5 0,24 2,44 207 11 86

°Data obtained with HF-LPME.
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3.3. Application to real samples

Averaged recoveries of all the analytes were measured for the developed
method. For this purpose, ten blank oils were fortified with 100 pg Kg™ of the
analytes. The relative recoveries were determined as the ratio of the concentrations
found in ultrapure water and fortified samples at the same concentration. Results
obtained shows good recoveries for all the analytes that were in the range of 80-
100%. The recovery of tetrachloroethene was calculated using HF-LPME and is 66%.
Results are summarized in Table 11. Figure 26 shows a chromatogram of olive oil
fortified at 10 pg Kg™* of the analytes. Twenty five commercial olive oil samples were
analysed with this method including five samples of virgin olive oil, ten refined olive
oils and ten olive-pomace oils. According to the olive oil production process, the
halogenated solvents could be present in the olive-pomace oil samples but the
analytes were under the detection limits in all the samples.
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Figure 26. Chromatogram obtained by GC-(SIM)-MS from an olive oil fortified with
10 pg Kg™ of each analyte.

4. Conclusions

The new analytical approach described in this paper constitutes a powerful tool
to determine halogenated solvent residues in edible oils, with sensitivities under the
limits established by the EU for this kind of samples.

In addition, unequivocal identification of analytes is obtained by MS detection
even if they are coeluting with other compounds present in the oils. HF-LPME is

128



Capttuds 2

cheap and overcome the use of organic solvents needed in canonical extraction
techniques like Soxhlet extraction. On the other hand, sample throughput is
considerably high. The absence of sample carryover (due to the disposable nature of
the membranes) and high reproducibility are the main advantages of the present
method in comparison with SPME. The stepwise extraction proposed in this work
eliminates a matrix effect and decreases the limits of detection that is a critical point
in the analysis of edible oil. Finally, the approach is very simple and can be used in
routine analysis of halogenated solvents in edible oils to assure their quality to
consumers.
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Capitulo 3. Determinacion de 4-isobutilacetofenona y otros productos de
degradacion de NSAIDs en aguas residuales y lodos de depuradoras

Resumen

Este trabajo describe el desarrollo y optimizacion de un método de
microextraccion en fase liquida con membrana de fibra hueca, en la modalidad de
dos fases, para la determinacién de tres productos de transformacion hidrofébicos
de los farmacos anti -inflamatorios no esteroideos ketoprofeno, ibuprofeno vy
diclofenaco: 3-acetobenzofenona, 4'-isobutilacetofenona y diclofenaco amida. El
método de extraccion optimizado utilizado consiste en la extraccidn de los analitos
durante 180 minutos a una velocidad de agitacién de 440 rpm. Se emplearon fibras
huecas de polipropileno Q3/2 de 6 cm de longitud y el disolvente 1-octanol fue la
fase aceptora orgdnica. Los extractos se analizaron mediante cromatografia de
gases-espectrometria de masas y los limites de deteccidon del método se encuentran
en el rango de 10,5 a 41,1 ng L'™". El método se aplicé a la determinacion de analitos
en muestras del influente de cinco plantas de tratamiento de aguas residuales
suecas (WWTPs). Los tres analitos se encuentran en concentraciones muy bajas o no
detectables en las muestras analizadas. EI compuesto mas abundante fue 3-
acetobenzofenona encontrado en cuatro de las WWTPs investigadas en una
concentraciéon media de 62 ng L. Diclofenaco amida y 4'-isobutilacetofenona sélo se
detectaron por encima del limite de deteccion en una de las plantas a una
concentracion de 55y 197 ng L7, respectivamente. También se recogieron muestras
de agua de entrada y salida del tratamiento de lodos activados, asi como lodos
digeridos de una de las plantas. Sélo diclofenaco amida se detectd en estas
muestras. Se detecté una concentracion mds alta en el efluente que en el influente
del tratamiento de lodos activados, indicando, de este modo, la formacion de este
compuesto durante el tratamiento. En el lodo, diclofenaco amida se detecté a 129
ng g' (de peso himedo). En base a estos resultados se puede concluir que las
concentraciones de estos compuestos que llegan a las plantas de tratamiento de
aguas residuales son muy pequefias, lo que sugiere un riesgo despreciable para el
medio ambiente acudtico. Sin embargo, también indican la posible formacién
durante el proceso de tratamiento de lodos activados y la acumulacién en los lodos
de, al menos, uno de los compuestos estudiados. Por tanto, resulta imprescindible la
realizacion de estudios en profundidad acerca de la evaluacién del riesgo
medioambiental de estos contaminantes emergentes.
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Los resultados que se describen en este Capitulo, han sido enviados para su
publicacién en: Manso, J. Larsson, E., Jonsson, J. A., “Determination of 4'-
isobutylacetophenone and other transformation products of nonsteroidal anti-
inflammatory drugs in water and sludge from five wastewater treatment plants in
Sweden”, Talanta, 2013. El trabajo experimental ha sido realizado en Lund (Suecia)
durante tres meses.
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1. Introduccion

Cada afio se introducen en el medio ambiente un amplio nimero de
compuestos farmacéuticos y sus metabolitos, poniendo en peligro la salud de los
ecosistemas acudticos y terrestres. En los Ultimos afios, el interés en relacién con la
aparicion y la toxicidad de estos compuestos ha crecido considerablemente [1-4].
Los farmacos antiinflamatorios no esteroideos (NSAIDs) pertenecen al grupo de los
farmacos mas estudiados y su presencia en el medio ambiente ha despertado gran
interés entre los investigadores [5-8]. Sin embargo, estos farmacos ademas de su
toxicidad despiertan cada vez mas interés porque son transformados por el
metabolismo humano/animal o por las condiciones ambientales, dando lugar a
productos de transformaciéon mas persistentes y/o mas peligrosos que los
compuestos parentales [9-10]. Por lo tanto, es necesario obtener la maxima
informacién posible de los compuestos parentales, asi como de sus posibles
productos de transformacién. Hasta la actualidad, se han identificado Mas de 10
productos de transformacion del ibuprofeno [11-13], de los cuales el 4'-
isobutilacetofenona (4-IBAP) es uno de los mas importantes, ya que causa efectos
adversos en el sistema nervioso central y presenta una alta absorcién dérmica [14].
Para el diclofenaco, se han identificado varios productos de transformacion y se
conoce que se producen por diferentes mecanismos de oxidacién y foto-oxidacion
[15-17] siendo el diclofenaco amida muy comun en estas vias de transformacion. Por
ultimo, el ketoprofeno tiene varios productos de transformacidon conocidos de los
cuales el 3-acetobenzofenona (3-AcBP) es uno de los mas importantes [18-20].

Aungue hay muchos estudios en la bibliografia sobre la presencia de los NSAIDs
en muestras ambientales [5-8], a nuestro entender, la informacidn disponible sobre
la presencia de los productos de transformacién de estos farmacos en este tipo de
muestras es muy escasa. Como ejemplos de los estudios realizados, el 4-IBAP se ha
detectado en muestras de aguas residuales obtenidas en plantas de tratamiento en
Suecia en concentraciones entre los 8 y los 540 ng L™ [21-22] y el diclofenaco amida
se ha detectado en muestras de aguas residuales y de agua de rio en Pakistan a
concentraciones de 30 a 400 ng L™ [17].

Las principales dificultades al estudiar los productos de transformacion de los
productos farmacéuticos en matrices ambientales estan relacionadas con la
complejidad de la matriz de las muestras, y las bajas concentraciones de relevancia
ambiental a la que se encuentran (ng L™, ng g™), que pueden generar problemas en
relacion con la sensibilidad y/o selectividad analitica de los métodos de
determinacién. Por estas razones, la preparacion de muestras es totalmente
necesaria con el fin de obtener el enriquecimiento suficiente para alcanzar la
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deteccién muy bajas concentraciones, asi como de la limpieza de los extractos para
evitar las posibles interferencias y una larga vida de la instrumentacién analitica.
Para muestras acuosas, en general, la extraccidén en fase solida (SPE) es la técnica
mds comun aplicada para la determinacién de productos de transformacion de
NSAIDs [16-18]. Sin embargo, esta técnica posee algunas desventajas tales como el
uso de altas cantidades de disolventes organicos, siendo necesario mucho tiempo
para proporcionar un enriquecimiento, generalmente limitado, de los analitos de
interés, que implican pasos previos para conseguir una preconcentracion adicional
previa a la medida analitica. Las muestras de suelos y lodos suelen ser liofilizadas y
extraidas mediante extraccion con liquidos presurizados (PLE), que requiere una
limpieza adicional del extracto con SPE debido a su baja selectividad [23-25] que
resulta en un procedimiento tedioso y complejo. La microextraccion en fase liquida
con membranas de fibra hueca (HF-LPME) es una técnica alternativa atractiva para la
preparacion de muestras medioambientales. Esta técnica sélo consume cantidades
insignificantes de disolventes, evita la contaminacién entre muestras (por el uso de
trozos de membrana desechables), tiene un bajo coste y se ha demostrado que
proporcionan una alta selectividad, una buena eficacia de limpieza de los extractos,
y que presenta altos factores de enriquecimiento para los compuestos
farmacéuticos y sus productos de degradacion en muestras de agua y aguas
residuales [5, 21, 26]. Una ventaja adicional es que la HF-LPME también es aplicable
para la extraccién directa de analitos a nivel de trazas en lodos sin tratar, asi como
digeridos, ahorrando grandes cantidades de tiempo y trabajo. Esto se ha
demostrado en varias publicaciones [7-8, 27-28]. La microextraccién en fase liquida
con membranas de fibra hueca se puede aplicar en diferentes configuraciones
dependiendo de la aplicacidon [29-30]. En la modalidad de dos fases, una fase
aceptora organica liquida llena el interior (lumen) de una membrana polimérica
microporosa y se inmoviliza en los poros de la membrana para extraer los analitos a
partir de una fase acuosa donadora (muestra). Este modo se utiliza preferentemente
para compuestos organicos neutros y/o mas hidrofdbicos (Log K., = 3).

El método HF-LPME en dos fases para la extraccién de 4-IBAP en muestras de
aguas residuales, ha sido desarrollado previamente [21]. En el presente trabajo se
presenta el desarrollo y optimizacién de un nuevo método, que incluye también
otros dos productos de transformacién de NSAIDs hidréfobos (3-AcBP y diclofenaco
amida), aplicando en un tiempo de extraccidon significativamente menor (180
minutos en comparacién con 540 minutos en el estudio anterior). El método se
aplicé con éxito para la determinacién de los analitos de interés en muestras de
aguas residuales, asi como de lodos de aguas residuales.
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2. Materiales y métodos

2.1. Disoluciones, reactivos y muestras

Todos los reactivos y disolventes utilizados en este trabajo tenian la mdaxima
pureza disponible. Diclofenaco amida (CAS: 15362-40-0) fue proporcionado por TRC
Inc. (North York, Canadd); 4-isobutilacetofenona (4-IBAP, CAS: 38861-78-8), 3-
acetobenzofenona (3-AcBP, CAS: 66067-44-5) y 4-butilacetofenona (CAS: 37920-25-
5) usado como estandar interno (IS), fueron proporcionados por Sigma-Aldrich
(Steinheim, Alemania). Isooctano, n-hexano, acetona y tolueno fueron suministrados
por Scharlau Chemie (Barcelona, Espafia). Fueron suministrados también por Sigma-
Aldrich (Steinhein, Alemania) los disolventes cloroformo, 1-octanol y 2-hepatanona.
Cloruro sddico, hidréxido sédico y acido sulfurico fueron proporcionados por Across
Organics (Gheel, Bélgica). El agua ultrapura (18,2 MQ cm) fue obtenida mediante un
sistema de purificacion Milli-Q Gradient suministrado por Millipore (Billerica, MA,
Estados Unidos). El tipo de membrana de fibra hueca utilizada para contener la fase
organica aceptora fue una membrana tipo Accurel Q3/2 suministrada por
Membrana (Wuppertal, Alemania), con un didmetro interno de 600 um, 200 um de
grosor en la pared de la membrana y 0,2 um de tamafo de poro, para una porosidad
habitual del 70%.

Las disoluciones madre de 4-IBAP, 3-AcBP y el estandar interno fueron
preparadas disolviendo los reactivos patréon en hexano a 1000 mg L* vy la
correspondiente al diclofenaco amida fue preparada en cloroformo a 245 mg L™.
Todas las disoluciones madre fueron almacenadas en un congelador (=-202C). Las
disoluciones de trabajo para la calibracion fueron preparadas semanalmente
mediante las correspondientes diluciones de las disoluciones madre en n-hexano.
Las disoluciones necesarias para el fortificado de las muestras se prepararon
semanalmente por dilucién de las correspondientes disoluciones madre en una
mezcla hexano-acetona (1:50) y fueron almacenadas en un frigorifico y en la
oscuridad (=62C) hasta su andlisis.

Las muestras de agua influente (a la entrada de la planta) fueron recogidas
antes del cribado inicial en cinco plantas de tratamiento de aguas residuales en el
sur de Suecia: Sjélunda , Klagshamn , Kallby , Kavlinge y Ellinge durante el mes de
junio de 2013. Las plantas de Klagshamn y Sjoélunda estan situadas en la ciudad de
Malmo, la tercera ciudad mds grande de Suecia. Sjolunda recibe las aguas residuales
de aproximadamente 420.000 habitantes-equivalentes [36] (PE, population
equivalent, que se define como la cantidad de agua que tiene una carga organica
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biodegradable con una demanda bioquimica de oxigeno de cinco dias (DBOs)
equivalente a 60 gramos de oxigeno por dia) de Malmg, asi como de las ciudades
cercanas. Klagshamn recibe las aguas residuales de aproximadamente 60.000 PE de
Malmo y la cercana ciudad de Vellinge. La planta de Kallby se encuentra en la ciudad
de Lund vy trata las aguas residuales de aproximadamente 80.000 PE de Lund, asi
como los pueblos de los alrededores. La planta de tratamiento de Kavlinge estd
situada en la localidad de Kavlinge y recibe las aguas residuales de aproximadamente
30.000 PE. Por ultimo, la planta de Ellinge sirve a la comunidad de Eslév y a la planta
de produccién de alimentos Procordia Foods. Dependiendo de la temporada, la
carga varia de aproximadamente 25.000 PE a 100.000 PE. En Ellinge, se recogieron
muestras de agua influente, asi como del efluente del tratamiento de lodos
activados convencional (CAS) y de lodo digerido obtenido en el sistema de centrifuga
qgue proporciona la deshidratacidn del lodo final. Las muestras se recolectaron en
botellas de vidrio (aguas residuales) y botes de plastico (lodos), que se transportaron
al laboratorio, y se mantuvieron aproximadamente a 42C en la oscuridad hasta su
andlisis.

Las muestras de lodos se pre-trataron de acuerdo con el método desarrollado
por Sagrista y colaboradores [7]. Brevemente, alicuotas de 2 g (en peso humedo) de
lodo digerido homogeneizado se mezclaron con 100 mL de agua Milli-Q y se agitaron
durante 18 horas a 660 rpm para llegar a la particién de equilibrio de los analitos
entre la fase sélida (muestra) y la fase acuosa. Después, las muestras de lodo al igual
gue las de aguas residuales se sometieron al procedimiento de extraccion HF-LPME
en la modalidad de dos fases que se describe a continuacion.

2.2. Procedimiento de extraccion

El montaje de microextracciéon en fase liquida disefiado para la extraccion de los
productos de transformaciéon de NSAIDs se muestra en la Figura 27. Antes de la
extraccion, las fibras huecas se cortaron en piezas de 6 cm y se limpiaron con
acetona para eliminar cualquier posible contaminante, después de lo cual, la
acetona se dejo evaporar al aire completamente. Para llevar a cabo la extraccién, un
extremo de la fibra se une a una aguja de jeringa médica (100 Sterican, didmetro
interior de 0,7 mm y 50 mm de longitud, proporcionadas por Laboratorio Scantec
AB, Gothenburg, Suecia). Se encontré que estas agujas permiten una union rapida y
completa a la membrana. Con una jeringa médica de 1 ml, se pasé el disolvente
extractante a través de la fibra para asegurar que el lumen de la membrana quede
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completamente lleno con la fase organica aceptora. Entonces, el otro extremo de la

fibra se unid a otra aguja de jeringa médica conformando el montaje en forma de U.
Después de eso, los poros de la fibra se impregnaron con el disolvente orgdnico
durante 60 segundos y el montaje se sumergid en agua Milli-Q durante unos
segundos para eliminar el exceso de disolvente orgdnico en la superficie de la
membrana. La fibra en forma de U se coloca en la muestra acuosa (100 mL) para la
extraccién. Una vez transcurrido el tiempo de extraccidn, el montaje se retira de la
disolucion donadora y se seca cuidadosamente la superficie exterior de la membrana
con un trozo de papel para evitar trazas de agua en el extracto orgdnico. La fase
aceptora se recogié en un vial de 1,5 mL con un inserto de 250 pL de volumen en su
interior. Se toma un extremo de la membrana y mediante una jeringa de 10 mL se
empuja el extracto con aire a través de la fibra para sacar el extracto por el otro
extremo al vial. Posteriormente, se transfiriéo Un total de 5 uL de extracto orgdnico a
otro vial de cromatografia de gases conteniendo 45 uL de hexano y el patrén interno
a 10 pL L' Finalmente, se inyectd un volumen de 2 uL de esta disolucién en el
sistema GC-MS.

Jeringas de medicina de
imL

Agujas de jeringa
convencionales

Fibra hueca con la
disolucion aceptora

Muestra (fase donadora)

Barra agitadora

— Y Agitador magnético

Figura 27. Esquema de la disposiciéon de la membrana para la extraccion de
productos de degradacion de NSAIDs en la modalidad de dos fases.

2.3. Optimizacion de la separacion cromatogrdfica y deteccion de masas

Los extractos se analizaron mediante un cromatdgrafo de gases de la serie 45X
equipado con un inyector automatico CP-8400, un inyector de split/splitless y un
detector de masas con triple cuadrupolo Scion-TQ (Bruker Corporation, Fremont, CA,
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Estados Unidos). Los analitos se separaron usando una columna Factor Four Vf-1MS,
completamente apolar (100% dimetilpolisiloxano) suministrada por Varian
(Darmstadt, Alemania), con una longitud de 30 metros, un didmetro interno de 0,32
mm y con un espesor de fase estacionaria de 0,25 micras. Se utiliz6 como gas
portador helio (Strandmegllen, Klampenborg, Dinamarca) que se mantuvo a una
velocidad de flujo constante de 1,5 mL min™. El programa cromatografico consta de
un mantenimiento a 60°C durante 2 minutos, un aumento de temperatura a 102C
min™ hasta 1302C, con un mantenimiento de 1 minuto y una Ultima rampa de
temperatura a una velocidad de 40 2C min™ hasta 2802C con un mantenimiento final
de 3 minutos. El tiempo total del cromatograma fue de 18 minutos. Se inyecté Un
volumen de 2 pL en el modo sin division (tiempo de inyeccion sin divisién: 2
minutos). La temperatura para la linea transferencia y para el inyector fue
establecida en 280°C y en para la fuente de iones del detector en 230°C. La
ionizacion de los analitos se realizé en el espectrémetro de masas mediante impacto
de electrones (El) (70 eV). El analisis se realizé en el modo de seguimiento de iones
seleccionados (SIM) usando los iones caracteristicos para los analitos indicados en la
Tabla 12.

Tabla 12. Propiedades e iones caracteristicos de los analitos.

lon para lon para
. . Masa + e . X .
Analito Estructura quimica Log Kow cuantificacion confirmacion
molecular
(m/z) (m/z)

3 176,24 3,54+0,23 161 176

[e}

Diclofenaco amida 278,13 3,00+0,37 214 242

[e]
4-isobutilacetofenona MCH
HyC
o] [¢]

3-acetobenzofenona CHg 224,25 3,02+0,33 105 209

N\

Cl
N
Cl
(o]
Cli

4-butilacetofenona
H +
(Estandar Interno) 3 176,25 3,72+0,22 161 176
HsC

"Valores calculados usando el programa informatico: ACDLabs 12.0, Advanced Chemistry Development, Inc., Toronto, Canada.
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3. Discusion y resultados

3.1. Optimizacion de la microextraccion en fase liquida

Los analitos de interés son compuestos hidrofébicos y no cargados vy, por tanto,
facilmente extraibles de una muestra acuosa en un disolvente orgdnico. Para este
tipo de compuestos resulta mas adecuado utilizar un sistema de extraccién con
membrana liquida en la modalidad de dos fases. Para determinar las condiciones de
la HF-LPME mas favorables para el andlisis de las muestras se realizé una
optimizacién univariante, fijando los valores iniciales de las variables en: 8 cm de
longitud de la membrana, tolueno como disolvente extractante, 400 rpm como
velocidad de agitacidn de la muestra, temperatura ambiente (=252C), sin ajuste del
pH de la muestra y sin adicién de sal para el ajuste de la fuerza idnica. Los
experimentos de optimizacidn se realizaron en agua Milli-Q y en agua residual libre
de los analitos de interés que fue fortificada a una concentracion de 1 pg L™ de cada
analito. Todos los resultados se expresaron como valores medios de tres replicados.

3.1.1. Optimizacion del tipo de disolvente

El tipo de disolvente orgdnico en la fibra hueca es importante para lograr una
alta eficiencia de extraccion. Hay varios requisitos para la seleccién de la fase
organica: El disolvente organico debe quedar totalmente inmovilizado en los poros
de la membrana, por lo que debe ser inmiscible con el agua y no volatil para evitar la
pérdida de disolvente durante la extraccion. Ademas, la fase aceptora debe ser
selectiva con respecto a los analitos de interés. Sobre la base de estas
consideraciones, cinco disolventes organicos se ensayaron para extraer los analitos
(hexano, isooctano, tolueno, 1-octanol y 2-heptanona) en agua Milli-Q y agua
residual. Como puede verse en la Figura. 28, Tolueno y 1-octanol dieron los mejores
resultados, pero los experimentos mostraron que el tolueno presenta mayor
tendencia a abandonar la fibra durante la extraccion que el 1-octanol. En
consecuencia, el 1-octanol fue elegido como fase aceptora para realizar la extraccién
tanto en agua Milli-Q como en agua residual.
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Figura 28. Efecto del tipo de disolvente en el area relativa de los analitos. El area

relativa se obtiene como: drea del pico del analito/area de pico del estandar interno
(4-BAP).

3.1.2. Optimizacion del tiempo de extraccion

Se espera que la concentracidon de los analitos transferidos de la fase de
donadora al disolvente organico aumente con el aumento del tiempo de exposicidn
en la muestra y que alcance el maximo nivel en el estado de equilibrio. El efecto del
tiempo de extraccion sobre la eficacia de la extraccion se evalué de 15 a 90 minutos
en agua Milli-Q fortificada con los tres analitos. El drea de pico relativa de los
analitos aumentd durante los primeros 45 minutos y se produjo una disminucion
para tiempos de extraccion mas largos. La razén de la disminucion de la eficiencia de
la extraccidon y también los mayores valores de la desviacién estandar relativa
(%RSD) puede ser la pérdida del disolvente organico de la membrana. Sin embargo,
la transferencia de masa de la fase de acuosa donadora a la fase aceptora orgdnica
se ve afectada por la matriz de la muestra de modo que el tiempo de extraccion
también se evalud de 45 minutos a 300 minutos en agua residual fortificada. La
Figura 29 muestra que 180 minutos es el valor éptimo para el tiempo de extraccion
teniendo en cuenta el efecto de la matriz de la muestra, por lo tanto, este tiempo se
selecciond para los experimentos posteriores.
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Figura 29. Efecto del tiempo de extraccion en el area de pico relativa (drea del pico
del analito/4rea de pico del estandar interno (4-BAP)) de los analitos en (a) agua
Milli-Q y (b) agua residual. Las barras de error indican la desviacion estandar relativa
(n=3).

3.1.3. Optimizacion de la velocidad de agitacion

La agitacion de la muestra puede acelerar la transferencia de masa de los
analitos extraidos de la muestra al disolvente organico y reducir el tiempo necesario
para alcanzar el equilibrio. Para estimar la influencia de la velocidad de agitacién, se
estudiaron cuatro velocidades de agitacién de 330 rpm a 660 rpm. Como se puede
ver en la Figura 30, el area relativa de los picos de los analitos aumento con el
incremento de la velocidad de agitacion a 550 rpm, mientras que por encima de este
valor se observd una disminucion, posiblemente debida a la pérdida de disolvente
organico de la membrana. Por otro lado, cuando la velocidad de agitacién se fijo a
550 rpm, los valores de la desviacidn estandar relativa eran demasiado altos, asi que
se tomad una situacidon de compromiso y 440 rpm fue seleccionada como la velocidad
de agitacion para realizar la extraccion en los siguientes experimentos. En este caso
no se observaron diferencias entre los valores 6ptimos en agua Milli-Q y en agua
residual.
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Figura 30. Efecto de la velocidad de agitacion en el drea de pico relativa (area del
pico del analito/area de pico del estandar interno (4-BAP)) de los analitos. Las barras
de error indican la desviacidon estandar relativa (n = 3).

3.1.4. Optimizacion de la longitud de la membrana de fibra hueca

La longitud de la fibra esta directamente relacionada con el volumen de la fase
aceptora que contiene y, por tanto, con la eficacia de la extracciéon. El efecto del
volumen de disolvente organico se estudié con valores de longitud de la membrana
de 4 a 20 cm. Un centimetro de membrana de fibra hueca Q3/2 con una porosidad
aproximada del 70% puede contener aproximadamente 8 puL de disolvente orgdnico
en funcién de la densidad y la viscosidad de la fase aceptora. La Figura 31 muestra
gue 6 cm de longitud de fibra ofrece los mejores resultados para la extraccion de los
analitos. Por lo tanto, este valor de longitud fue elegido para los siguientes
experimentos.

3.1.5. Optimizacion del ajuste de la fuerza ionica

La adicion de sal a la muestra puede tener diferentes efectos. En primer lugar,
la adicion de sal puede reducir la cantidad de agua disponible para disolver los
analitos debido a la formacién de esferas de hidratacién alrededor de los iones de la
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sal y puede mejorar la eficiencia de la extraccién de los analitos en la fase organica.
Por otro lado, la adicién de sal puede conducir a una mayor fuerza idnica en la
muestra (efecto "salting out ") que puede mejorar la eficiencia de la extraccién
debido a cambios en las propiedades fisicas de la muestra. Se estudiaron diferentes
cantidades de sal (NaCl) de 0% a 15% y se observé que las areas relativas
disminuyeron con el aumento de la concentracién de sal en agua Milli-Q. Sin
embargo, las mismas cantidades de sal en el agua residual enriquecida no tenian
ningun efecto sobre la eficacia de la extraccidn y los experimentos mostraron que la
sal evita la pérdida del disolvente de la membrana. Por lo tanto, para los
experimentos posteriores se afiadid un 5% de sal a las muestras para realizar la
extraccion.

0,07

Hacm HM6cm H8cm MW10cm ®W15cm W20cm

Area Relativa (Area Analito/Area IS)

4-lsobutilacetofenona 3-Acetobenzofenona Diclofenaco Amida

Figura 31. Efecto de la longitud de la membrana en el drea de pico relativa (area del
pico del analito/area de pico del estandar interno (4-BAP)) de los analitos. Las barras
de error indican la desviacion estandar relativa (n = 3).

3.1.6. Optimizacion de la temperatura y el pH de la muestra

La temperatura tiene un efecto significativo en la cinética y la termodinamica
del proceso de extraccién. Los coeficientes de transferencia de masa y constantes de
velocidad mejoran, generalmente, al aumentar la temperatura, y como resultado, un
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aumento de la temperatura de la muestra puede mejorar la eficiencia de Ia
extraccion. Los efectos de la temperatura se estudiaron de 25 a 502C, pero las areas
relativas de los picos de los analitos no se vieron afectadas por este aumento, por lo
que los anadlisis posteriores se realizaron a temperatura ambiente (=252C).

Teniendo en cuenta la estructura y propiedades quimicas de los analitos se
espera que el pH no afecte a la eficacia de la extraccién significativamente. El pH
estudiado varié de 2 a 9 unidades de pH. Como era de esperar no se observé ningln
efecto del pH de la muestra en la eficacia de la extraccion. Por lo tanto, no se realizd
ningun ajuste del pH de las muestras para llevar a cabo la extraccidn.

3.2. Validacion del método

Con el fin de evaluar la aplicabilidad practica del método propuesto, se
estudiaron, en muestras de agua residual que no contenian los analitos: el factor de
enriquecimiento (£;) , el intervalo de linealidad, el limite de deteccién (LOD), el limite
de cuantificacidon (LOQ), la repetitividad y la reproducibilidad. Los resultados se
muestran en la Tabla 13. En los métodos de microextraccion en fase liquida, en la
modalidad de dos fases, el factor de enriquecimiento se utiliza para evaluar la
eficacia del procedimiento de extraccién [Ecuacidn (19)]. Este parametro se define
como la relacién de la concentracién de analito en la fase aceptora organica (C,)
después de la extracciéon dividido por la concentracion inicial en la muestra acuosa
(fase donadora) antes de la extraccion (C,). En este caso, el volumen de la fase
acuosa donadora es V; = 100 mL y el volumen de la fase organica aceptora es V, =5
uL de 1-octanol.

La linealidad del método se evalué sobre el intervalo de concentracién de 10
a500 ng L™. En general, la linealidad se cumplié a lo largo de todo el rango evaluado
con unos coeficientes de regresién (R?) que oscilan entre 0.9968 y 0.9997. Los limites
de deteccion y cuantificacion se calcularon con los datos generados en los estudios
de linealidad. Los limites de deteccion y de cuantificacidon se calcularon como la
concentracion de analito que corresponde a una sefial igual a "a + 3 S,," y "a + 10

Sy, respectivamente, donde "a" es la ordenada en el origen, y "S," indica los
errores aleatorios en los valores de la pendiente. Los valores oscilan desde 10,5

hasta 41,1 ng L™ para el LOD y desde 35,0 a 137,1 ng L"* para el LOQ.

La repetitividad se estudid mediante el analisis de tres muestras de aguas
residuales y agua Milli-Q en el mismo dia enriquecidas hasta 1 pg L. Los valores de
la desviacion estandar relativa (%RSD) fueron inferiores a 10,3% en agua Milli-Q y del
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15,6% en el agua residual. La reproducibilidad se estudié en varios dias mediante el

analisis de seis muestras de agua residual y agua Milli-Q con una concentracién final
de los analitos de 1 pg L. Los valores de la RSD (%) para los analitos en este caso
fueron inferiores a 12,2% y del 16,1%, respectivamente.

Tabla 13. Parametros analiticos del método HF-LPME optimizado.

Repetitividad (%)"° Reproducibilidad (%)™
Analito E R? LoD (ngL?) LoQ (ng L")
- Agua - Agua
Agua Mili-Q residual Agua Mili-Q residual
4-
. . 965 0,9997 10,5 35,0 4,7 8,0 7,2 9,0
isobutilacetofenona
3-acetobenzofenona 519 0,9981 18,6 62,1 10,3 12,4 12,2 14,9
Diclofenaco amida 315 0,9968 41,1 137,1 3,4 15,6 9,5 16,1
® concentracion 1 pg L™
b
n=3
“n=6

3.3. Aplicacion a muestras reales

El método de microextraccién en fase liquida en la modalidad de dos fases
desarrollado en este trabajo se aplicd para la determinacién de los analitos de
interés en agua residual de cinco plantas depuradoras en el sur de Suecia. Los
resultados se muestran en la Tabla 14. De acuerdo con estos resultados, el 3-
acetobenzofenona fue el compuesto que se detectd con mas frecuencia,
encontrandose en concentraciones mayores al limite de deteccién el afluente de
cuatro de las cinco plantas estudiadas. La via principal de productos farmacéuticos
en las aguas residuales es la excrecion humana a través de la orina y las heces
después del consumo. El 3-acetobenzofenona no es el principal metabolito humano
del ketoprofeno aunque se ha demostrado que se forma en ratas en cantidades muy
bajas, correspondientes a aproximadamente el 0,03% de la dosis administrada de
ketoprofeno [31]. Sin embargo, se ha identificado como un producto
fototransformacion importante de ketoprofeno, formado incluso después de una
exposicion muy breve a la luz ultravioleta [18]. En un estudio realizado por Falas y
colaboradores, se demostré que el ketoprofeno se encontraba en concentraciones
medias mayores a 1 ug L en influyentes de 162 plantas de aguas residuales de
Suecia [32]. Hay, pues, posibilidad de que los procesos fototransformacion tengan
lugar. Sin embargo, en nuestro estudio, en todos los casos, la toma de muestras se
llevé a cabo directamente del agua influente después de llegar a las plantas y el
transporte del agua residual desde su origen a la planta se realiza por canalizaciones
bajo tierra, lo que significa que la exposiciéon a la luz ha sido insignificante. Por
consiguiente, consideramos que sea mas probable que el 3-acetobenzofenona
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encontrado en los influentes es el resultado del metabolismo humano. Las
concentraciones detectadas en nuestro estudio son aproximadamente de 60 ng L™,
que corresponde a alrededor el 0,06 % de la media de la concentracién de
ketoprofeno que se encuentra en los influentes de las plantas de tratamiento. El
producto de transformacion del ibuprofeno, 4-isobutilacetofenona (4-IBAP), se
encontrd a la concentracién mayor de todos los analitos (197 ng L™) en el afluente a
la planta de Sjolunda, aunque fue no detectado o por debajo de limite de
cuantificacion en las otras cuatro plantas depuradoras. Estudios previos muestran un
patrén similar. En 2007, Zorita y colaboradores [21] sélo detectan 4-IBAP en dos de
las cuatro muestras tomadas de diferentes partes de la red de alcantarillado de la
ciudad de Kristianstad, en el sur de Suecia, en concentraciones mas bajas a la hallada
en nuestro estudio (26,5 y 39,7 ng L'l, respectivamente). En un nuevo estudio
publicado en 2009, el compuesto se detectd en el afluente a la planta de Kristianstad
en tres de cinco tomas de muestra en concentraciones significativamente mas
elevadas (320-540 ng L™) [22]. La presencia de este compuesto muestra, por lo
tanto, un patrdn intermitente. Al igual que el 3-acetobenzofenona, el 4-IBAF es un
producto de fototransformacién y no un producto resultante del metabolito
humano. No obstante, a menudo se encuentra en pequeinas cantidades en las
preparaciones de ibuprofeno, lo que podria ser la razén de su presencia en las aguas
residuales analizadas [22]. Finalmente, el diclofenaco amida sdlo se detectd a una
concentracién mayor al limite de deteccién en la planta depuradora de Ellinge. No se
observa una tendencia clara entre las plantas estudiadas, a excepcién del hecho de
gue ninguno de los analitos se detecté en el afluente a la planta de Kallby. Es dificil
encontrar una explicacidn satisfactoria para esta observacién ya que el sistema de
alcantarillado de la ciudad de Lund no difiere en principio de las otras ciudades y nos
resulta muy poco probable que el consumo de los NSAIDs sea significativamente
menor en Lund que sus ciudades vecinas. Por tanto, dada la intermitencia general
observada para la presencia de estos analitos en las aguas residuales, atribuimos la
ausencia de los analitos en el afluente de la planta de Kallby a dicha deteccién
intermitente. Este comportamiento a su vez, es mas probable, debido a que estos
compuestos no son metabolitos principales de los procesos bioquimicos humanos,
aunque estdn presentes en el agua, ya sea por su aparicion como contaminantes en
las preparaciones consumidas de los NSAIDs o por su formacién en los potenciales
procesos de transformacidon microbiana en el sistema de tratamiento de aguas
residuales, que podrian ser altamente dependientes de las condiciones bidticas y
abidticas, cambiando de dia a dia o de estacion en estacion.
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Estos resultados muestran que las cantidades no detectables o muy bajas de
estos compuestos llegan a las plantas depuradoras por los desagties, lo que implica
que, probablemente, representen una preocupacién menor por su efecto en el
medio ambiente. Sin embargo, los estudios han revelado que los NSAIDs sufren una
transformacién bioldgica sustancial dentro de las plantas [33-34]. Otros trabajos
anteriores han demostrado, por ejemplo, la transformacién de diclofenaco en
diclofenaco amida durante el proceso de formacion del lodo activado [35]. Debido a
la hidrofobicidad de los analitos investigados también podrian tener una potencial
capacidad de acumulaciéon en el lodo, que proporcionaria otra via para su
distribucién en el medio ambiente a través de la utilizacion de lodos como
fertilizante en agricultura. Para investigar esto, se tomaron muestras del agua que
entra (bio-influente) y del agua que sale (bio-efluente) del tratamiento de lodos
activados, asi como muestras de mezcla de lodos activados deshidratados y lodos
digeridos, de la depuradora de Ellinge. En esta ocasidn, se detectd Unicamente
diclofenaco amida. Como puede verse en la Tabla 15, la concentracién aumenté
durante el tratamiento de lodos activados encontrandose a 132 ng L™ en el efluente
secundario, lo que implica una formacidn de este compuesto durante el tratamiento.
En el lodo digerido, también se detecté sélo este compuesto a una concentracion de
183 ng g, que demuestra su potencial para acumularse en el lodo y asi pasar al
medio ambiente.

Tabla 14. Concentracién de los productos de degradacién de NSAIDs estudiados en agua
influente de plantas de tratamiento de aguas residuales en el sur de Suecia.

Concentracién (ng L")

Analito

SJOLUNDA KALLBY ELLINGE KLAGSHAMN KAVLIMGE
4-isobutilacetofenona 196,7 +10,7 n.d. n.d. <L0Q(6,3) <LoQ(1,3)
3-acetobenzofenona 55,4+12,9 n.d. 88,8 +23,2 46,6 13,0 57,5+18,8
Diclofenaco amida n.d. n.d. 54,5+20,2 <10Q (27,5) <L0Q(25,1)

Tabla 15. Concentracién de diclofenaco amida en agua bio-influente, bio-efluente y lodos
de la planta de aguas residuales de Ellinge.

Concentracidn (ng L'l) Concentracidn (ng g’l)
Analito -
Bio-influente Bio-efluente Lodo
Diclofenaco amida 108,8+ 10,0 131,6 5,5 182,8+6,2
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4. Conclusiones

En este trabajo, se ha desarrollado y validado un método de microextraccién en
fase liquida en la modalidad de dos fases para la extraccién directa de tres productos
de transformacion hidrofébicos de NSAIDs en aguas residuales y lodos. El andlisis de
agua influente de cinco plantas depuradoras suecas reveld la presencia de estos
compuestos en la mayoria de las muestras, aunque en cantidades muy bajas. Por
tanto, puede concluirse que la entrada de estos compuestos en las plantas de
tratamiento es de menor interés. Sin embargo, el andlisis de agua en el tratamiento
de lodos activados y lodos digeridos mostré que al menos uno de los analitos,
diclofenaco amida, puede formarse durante el tratamiento de aguas residuales y
acumularse en los lodos. De este modo, como conclusién final, no puede
descartarse, por completo, una liberacion ambiental significativa de estos
compuestos a través de las plantas de tratamiento de aguas residuales. Este hecho
debe promover la realizacion de otros estudios sobre la formacidon de estos
compuestos y su reparto en los lodos obtenidos en las plantas depuradoras de aguas
residuales para la evaluacidn de su posible distribucién y dafio al medio ambiente.
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Abstract

This work describes the development of a two-phase hollow fiber liquid phase
microextraction method for the determination of three hydrophobic transformation
products of the nonsteroidal anti-inflammatory drugs ketoprofen. ibuprofen and
diclofenac: 3-acetobenzophenone, 4 -isobutylacetophenone and diclofenac amide.
The optimized method involved extraction for 180 min at a stirring speed of 440 rpm.
Hollow fibers (0.6 mm 1.d.) of 6 em length were employed and the acceptor phase
consisted of 1-octanol. Addition of 5 % sodium chloride to samples was performed to
prevent loss of the solvent during extraction. Extracts were analyzed by GC-MS and
method detection limits were in the range 10.5 - 41.1 ng L. The method was applied
for the determination of target analytes in influent samples from five Swedish
wastewater treatment plants (WWTPs). All three analytes were found in very low or
non-detectable  concentrations. The most abundant compound was 3-
acetobenzophenone found at four of the investigated WWTPs at an average
concentration of 62 ng L. Diclofenac amide and 4 -isobutylacetophenone were only
detected above LOD at one WWTP each at a concentration of 55 and 197 ng L
respectively. Samples of water entering and exiting the activated sludge treatment as
well as digested sludge were also collected from one of the WWTPs. Only diclofenac
amide was detected in these samples. A higher concentration was detected in the
effluent from the activated sludge treatment than the influent, thus indicating the
formation of this compound during treatment. In the sludge, diclofenac amide was

detected at 129 ng glwetweight. Based on these results it can be concluded that the
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amounts of these compounds reaching WWTPs are very small. suggesting negligible
risks to the aquatic environment. However. they also indicate the potential formation
during the activated sludge process and accumulation into sludge for at least one of

the compounds why further studies of these processes are needed.

Keywords
4-IBAP, diclofenac amide, 3-acetobenzophenone, 3-AcBP, ketoprofen impurity A,

pharmaceuticals, transformation products, wastewater, sludge

1. Introduction.

A wide number of pharmaceutical compounds and their metabolites are introduced
into the environment each year. threatening the health of aquatic and terrestrial
ecosystems. In recent years, interest regarding the occurrence and toxicity of these
compounds has grown considerably [1-4]. Nonsteroidal anti-inflammatory drugs
(NSAIDs) belong to the most studied pharmaceuticals and their occurrence in the
environment has attracted great interest among researchers [5-8]. Today we are aware
of their presence. toxicity and damage to the environment. However. these
compounds, by human metabolism or by environmental conditions. can give rise to
transformation products more persistent and/or more hazardous than the parent
compounds [9-10]. Therefore. it is necessary to obtain information on both the parent
compounds as well as their possible transformation products. For ibuprofen. more
than 10 transformation products have been identified [11-13]. of which 4'-
isobutylacetophenone (4-IBAP) is one of the most important ones since it causes
adverse effects in the central nervous system and presents high dermal absorption
[14]. For diclofenac. several transformation products have been identified produced
by different mechanisms of oxidation and photo-oxidation [15-17] with diclofenac
amide being very common in these transformation pathways. Finally. ketoprofen has
several known transformation products of which 3-acetobenzophenone (3-AcBP) is
one of the most important ones [18-20].

Although there are many studies on the presence of NSAIDs in environmental
samples [5-8]. to our knowledge, data about the presence of NSAID transformation
products in these samples are very scarce. 4-IBAP has been detected in wastewater in
Sweden in concentrations between 8-540 ng L! [21-22] and diclofenac amide in

wastewater and river water in Pakistan in concentrations 30-400 ng L™ [17].
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The main difficulties when studying the transformation products of
pharmaceuticals in environmental matrices are linked to the complexity of wastewater
and sludge samples, and the very low environmentally relevant concentrations (ng L™,
ng g). which can generate problems in relation to the analytical sensitivity and/or
selectivity. For these reasons, sample preparation is necessary in order to obtain
sufficient enrichment as well as clean-up. For aqueous samples. generally. solid phase
extraction (SPE) is the most common technique applied for NSAID transformation
products [16-18]. However, this technique possesses some disadvantages such as
using high amounts of organic solvent, being time consuming and providing limited
enrichment of the target analytes implying additional pre-concentration steps. Sludge
samples are usually lyophilized and extracted using pressurized liquid extraction
(PLE) which requires additional clean-up of the extract with SPE due to its low
selectivity [23-25] thus resulting in a tedious and complex procedure. Hollow fiber
liquid-phase microextraction (HF-LPME) is an attractive alternative technique for
environmental sample preparation. This technique only consumes negligible amounts
of solvents, avoids sample carryover (by the use of disposable membranes). has a low
cost and has been shown to provide good clean-up efficiency, high selectivity, and
high enrichment factors for pharmaceuticals and their transformation products in
water and wastewater [5. 21. 26]. A further advantage is that HF-LPME i1s also
applicable for direct extraction of trace analytes from raw as well as digested sludge.
saving large amounts of time and work. This has been demonstrated in several
publications [7-8. 27-28]. HF-LPME can be applied in different configurations
depending on the application [29-30]. In the two-phase mode. a liquid organic
acceptor phase fills the lumen of a microporous membrane fiber and 1s immobilized in
membrane pores to extract the analytes from an aqueous donor phase (sample). This
mode is preferably used for neutral and/or more hydrophobic organic compounds (log
Eowz 3).

In a previous work a two-phase HF-LPME method was developed for the
extraction of 4-IBAP from wastewater [21]. In the present paper we present the
development of a new method, including also two other hydrophobic NSAID
transformation products (3-AcBP and diclofenac amide) and applying a significantly
shorter extraction time (3 h compared to 7 h in the previous study). The method was
successtully applied for the determination of target analytes in wastewater as well as

in sewage sludge.
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2. Material and methods.
2.1.  Chemicals and solutions.
Diclofenac amide (CAS: 15362-40-0) was purchased from TRC Inc. (North York,
Canada), 4-isobutylacetophenone (4-IBAP. CAS: 38861-78-8). 3-AcBP (CAS:
66067-44-5) and 4-butylacetophenone (CAS: 37920-25-5) used as internal standard
(IS). were purchased from Sigma-Aldrich (Stemnheim. Germany). Toluene, n-hexane,
isooctane and acetone were purchased from Scharlau Chemie (Barcelona, Spain).
Chloroform. 1l-octanol and 2-heptanone were purchased from Sigma-Aldrich
(Steinheim. Germany). Sodium chloride, sodium hydroxide and sulfuric acid were
purchased from Across Organies (Gheel, Belgium). Reagent water was obtained from
a MilliQ water purification system (Millipore, Billerica. MA, USA). The Q3/2
Accurel PP polypropylene hollow fiber membranes with an inner diameter of 600 pm.
200 pm of wall thickness and 0.2 pwm pore size were obtained from Membrana
(Wuppertal, Germany).

Standard stock solutions of 4-IBAP, 3-AcBP and IS were prepared in hexane
at 1000 mg/L. and diclofenac amide stock solution was prepared in chloroform at 245
mg/L. Working solution were prepared weekly by appropriate dilution in hexane for
calibration and in hexane: acetone (1:50) for samples spiking. Stock solutions were

stored in the freezer at — 20°C and working solution in the fridge at 6°C.

2,2,  Sample collection.

Influent water samples were collected prior to the initial sereen at five WWTPs in
southern Sweden: Sjélunda, Klagshamn, Killby, Kévlinge and Ellinge in June 2013,
Klagshamn and Sjélunda WWTPs are situated in the city of Malma. the third largest
city in Sweden. Sjélunda receives wastewater from approximately 420,000 population
equivalents (p.e.) from Malmé as well as nearby ecities. Klagshamn receives
wastewater from approximately 60,000 p.c. from Malmé and the close town Vellinge.
Killoy WWTP is located in the city of Lund and treats the wastewater of
approximately 80,000 p.e. from Lund as well as surrounding villages. Kévlinge
WWTP is situated in the town of Kivlinge and receives the wastewater of
approximately 30,000 p.c.. Finally, Ellinge WWTP serves the community of Eslév
and Procordia Food’s production plant. Depending on the season, the load varies from
approximately 25.000 p.e. to 100,000 p.e. At Ellinge WWTP, samples were also

collected from the water entering as well as exiting the conventional activated sludge
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treatment (CAS) and of digested sludge from the centrifuge providing final
dewatering. Samples were collected in glass bottles (wastewater) and plastic bottles
(sludge). transported to the laboratory. and kept at 4 °C i darkness until analysis. All
experiments were performed within a few days.

Sludge samples were pre-treated according to the method developed by
Sagrista et al. [7]. Aliquots of 2 g (wet weight) of homogenized digested sludge were
mixed with 100 mL of reagent water and stirred for 18 hours at 660 rpm to reach
partitioning equilibrium of the analytes between the solid and aqueous phase.
Afterwards, the shury samples were subjected to the two-phase HF-LPME extraction

procedure described below.

2.3. Hollow-fiber liquid phase microextraction (HF-LPME).

The HF-LPME assembly designed for the extraction of NSAID transformation
products is shown mn Fig. 1. . Before the extraction, the hollow fibers were cut into 6
cm pieces and cleaned with acetone to remove any possible contaminants whereafter
the acetone was allowed to evaporate completely. To carry out the extraction, one end
of the cleaned fiber was attached to a medical syringe needle (100 Sterican. inner
diameter of 0.7 mm x 50 mm. Scantec lab AB. Gothenburg, Sweden). These needles
were found to allow for a quick and tight connection to the hollow fiber. By a 1 mL
medical syringe. solvent was passed through the fiber to ensure that the lumen of the
membrane was filled with the organic phase. Then. the other end of the fiber was
joined to another medical syringe needle. After that, the pores were impregnated with
the organic solvent for around 60 seconds and the system (U-shaped) was dipped into
reagent water to remove the organic solvent excess. The U-shaped fiber was placed
into the aqueous sample (100 mL) for extraction. At the end of the extraction. the
fiber was removed from the donor solution and was carefully dried with a piece of
paper to avoid water traces in the extract. The acceptor phase was collected into a 1.5
mL wvial attached to a 250 uL insert by pushing air through the fiber with a 10 mL
syringe. A total of 5 pL of the organic extract was transferred to another GC vial
containing 45 pL of hexane and internal standard at 10 ug/L. Finally, 2 pL volume of

this solution was injected into the GC-MS.
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2.4, Instrumentation.

The extracts were analyzed by a 45X series gas chromatograph equipped with a
split/splitless injector. autosampler CP-8400 and a Scion-TQ mass detector (Bruker
Corporation. Fremont, CA). Target analytes were separated using a VE-1MS Factor
four eolumn (Varian, Darmstadt, Germany). 30 m x 0.32 mm with a phase thickness
of 0.25 pm. Helinm carrier gas (purity 99.9999%, Strandmellen. Klampenborg,
Denmark) was maintained at a constant flow rate of 1.5 mL/min. The
chromatographic program was from 60 °C., with a hold for 2 min. increasing at 10
°C/min to 130°C. with a hold for 1 minute and a final rate of 40 °C/min to 280 °C,
hold for 3 min. The total chromatographic run time was 18 minutes. A volume of 2
pL was injected in splitless mode (splitless time: 2 minutes). The temperature for
injector and transfer line was 280 °C and for the ion source 230 °C. The MS was
operated in the electron impact ionization (EI) mode (70 V). Analysis was performed
in the selected ion monitoring (SIM) mode using the characteristic ions given in Table

1.

3. Results and discussion.

3.1.  Method optimization.

The analytes of interest are hydrophobic and non-charged compounds and hence
easily extracted from water into an organic solvent. For this type of compounds a two-
phase liquid membrane extraction system is the most suitable. To determine the most
favorable HF-LPME conditions for the analysis of the samples a univariate
optimization approach was performed. The experiments were performed in reagent
water and wastewater samples spiked with 1 ng/L of each analyte. All results were

expressed as mean values of three replicates.

3.1.1. Selection of organic solvent.

The type of organic solvent in the hollow fiber is important to achieve high extraction
efficiency. There are several requirements for organic phase selection: The organic
solvent should be immobilized in the hollow fiber pores: it should be immiscible with
water and non-volatile to avoid solvent loss during the extraction. Also, the acceptor

phase should be selective towards the analytes of interest. Based on these
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considerations, five organic solvents were tested to extract the analytes (hexane,
isooctane, toluene, 1-octanol and 2-heptanone). As can be seen in Fig. 2., toluene and
l-octanol gave the best results but the experiments showed that toluene was lost
during the extraction to a larger extent than l-octanol. Consequently l-octanol was

chosen for further experiments.

3.1.2. Extraction time.

The amounts of the analytes transferred into the organic solvent from the donor phase
are expected to increase with inecreasing exposure time in the sample and reach
maximum at the equilibrium state. The effect of extraction time on the extraction
efficiency was evaluated from 15 to 90 minutes in reagent water spiked with the three
analytes. The relative peak area of the analytes increased during the first 45 minutes
and decreased for longer extraction times. The reason for the decrease of the
extraction efficiency and also larger RSD values may be the loss of the organic
solvent from the membrane. However, the mass transfer from the donor phase to the
acceptor phase is affected by the sample matrix so the extraction time was also
evaluated from 45 minutes to 300 minutes mn wastewater, Fig. 3 shows that 180
minutes is the optimum value. Therefore. 180 minutes was selected for subsequent

experiments.

3.1.3. Stirring speed.

Agitation of the sample solution may accelerate the mass transfer of extracted
analytes from the sample to the organic solvent and reduce the time to reach
equilibrium. To estimate the influence of the stirring speed, four stirring speeds from
330 rpm to 660 rpm were investigated in the experiments. As it can be seen in Fig. 4.
the relative area of the analytes increased with inereasing sturing speed to 550 1pm,
while above this value there was a decrease. However, when the agitation speed was
550 rpm, standard deviation values were too high so 440 rpm was the sturing speed

chosen for the following experiments.
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3.1.4. Fiber length (acceptor phase volume).

The fiber length is directly related to the acceptor phase volume and to the extraction
efficiency. The effect of the organic solvent volume was studied with length values
from 4 to 20 cm. One centimeter of hollow fiber membrane can hold approximately 8
uL of organic solvent depending of the density and viscosity of the acceptor phase.
Fig. 5. shows that 6 em of fiber length provides the best results for the analytes.

Hence. this length value was chosen for further experiments.

3.1.5. Salt addition.

Salt addition to the sample may have different effects. First, the addition of salt can
reduce the amount of water available to dissolve the analytes due to the formation of
hydration spheres around the ionic salt molecules and can improve the extraction
efficiency for the target analytes into the organic phase. On the other hand. the
addition of salt can lead to higher ionic strength in the sample (“salting out effect™)
that can improve the extraction efficiency due to changes in the physical properties of
the sample. Different amounts of salt (NaCl) from 0% to 15% were studied and the
relative areas decreased with mereasing salt concentration in reagent water. However,
the same amounts of salt in the wastewater did not have any effect on the extraction
efficiency and experiments showed that salt prevents loss of solvent from the
membrane. Hence, for subsequent expertments 5% of salt was added to the samples

for extractions.

3.1.6. Temperature and pH.

The temperature has a significant effect on both the kinetics and thermodynamics of
the extraction process. The mass transfer coefficients and rate constants are usually
enhanced with inereasing temperature: as a result, an increase of the sample
temperature may improve extraction efficiency. The effects of temperature were
studied from 25 to 50 °C but the relative areas were not affected by this merease so
the following analyses were performed at room temperature.

Considering the structure and chemical properties of the analytes it is expected

that the pH does not affect the extraction efficiency significantly. The pH studied
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varied from 2 to 9. As it was expected no effect of sample pH on the extraction was

observed. Therefore, no pH adjustment was done to the samples.

3.2,  Validation of the method.

In order to evaluate the practical applicability of the proposed method. enrichment
factor (E.). linearity, limit of detection (LOD), limit of quantification (LOQ).
repeatability and reproducibility were studied in wastewater free of target analytes.
Results are shown in Table 2.

In two-phase LPME methods. the enrichment factor is used to evaluate the
effectiveness of the procedure of extraction. see Eq. (1). This parameter is defined as
the ratio of the concentration of analyte in the acceptor phase (c,) after the extraction
divided by the initial concentration in the sample (donor phase) before extraction (eg).

Ca

E= (1)

The linearity of the method was evaluated over the concentration range 10-500 ng
L™ Overall, linearity was very good along the whole evaluated range with the
determination coefficients (R%) ranging between 0.9968 and 0.9997. The detection
and quantification limits (LODs and LOQs, respectively) were calculated with the
data generated in the linearity studies. From the calibration function. LOD and LOQ
were calculated as the analyte concentration that corresponds to a signal equal to “a +
3 Sy/x” and “a + 10 Sy/x” respectively, where “a” is the origin ordinate, and “Sy/x”
indicates the random errors for the slopes of the regression lines fitted to the
calibration points. The values range from 10.5 to 41.1 ng L™ for LOD and from 35.0
to 1371 ng L' for LOQ.

The repeatability was studied by analyzing three wastewater samples and
reagent water spiked at 1 ug L™, The RSD values were lower than 10.3% in reagent
water and 15.6% in wastewater. The reproducibility within two days was studied by
analyzing six wastewater samples and reagent water with a final concentration of 1 g
L), The RSD values for the analytes in this case were lower than 12.2 and 16.1%.

respectively.
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3.3. Real sample analysis.

The two-phase LPME method developed in this work was applied to the
determination of target analytes in influent wastewater from five WWTPs in southern
Sweden. The results are shown in table 3. According to these results, 3-AcBP was the
most frequently detected compound. found at concentrations > LOD in the influent to
four of the five studied WWTPs. The main pathway of pharmaceuticals into
wastewater is human excretion via urine and feces following consumption. 3-AcBP is
not a major human metabolite of ketoprofen although it has been shown to form in
rats in very low amounts, corresponding to approx. 0.03 % of the administered
ketoprofen dose [31]. It has however been identified as a major phototransformation
product of ketoprofen, formed even after very short exposure to light [18]. In a survey
by Falés <t. al., ketoprofen showed median influent concentrations > 1 ug L in a
sereening of data from 162 Swedish WWTPs [32]. There 1s thus potential for
phototransformation processes to take place. However. in all cases, the sampling in
our study was performed of the influent water directly after reaching the WWTPs via
underground sewage lines, which means that the exposure to light has been
negligible. We thus consider it more likely that the 3-AcBP found in the mfluents is
the result of human metabolism. The detected concentrations in our study are approx.
60 ng L7, which corresponds to around 0.06 % of the median ketoprofen
concentration found in WWTP influents. The ibuprofen transformation product 4-
IBAP was found in the highest amount of all analytes (197 ng L’l) in the influent to
Sjélunda WWTP, although not detected or below LOD at the four other WWTPs.
Previous studies show a similar pattern: In 2007. Zorita et al. [21] only detected 4-
IBAP in two out of four samples collected from different parts of the sewage system
of Kristianstad city in southern Sweden in rather low concentrations (26.5 and 39.7 ng
L? respectively). In a new study in 2009, the compound was detected in the influent
to Kristianstad WWTP at three out of five sampling occasions in significantly higher
concentrations (320-540 ng L'l) [22]. The occurrence of this compound thus shows an
intermittent pattern. Like 3-AcBP. 4-IBAP is a phototransformation product and not a
human metabolite. It is however often found in low amounts in ibuprofen
preparations. which could be the reason for its presence in wastewater [22]. Finally,
diclofenac amide was only detected in a conecentration > LOD at Ellinge WWTP. No

clear trend between the studied WWTPs can be observed. except that none of the

10
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analytes were detected in the influent to Killby WWTP. It is hard to find a
satisfactory explanation for this observation since the sewage system of Lund city
does not differ in principle from the other cities and we find it highly unlikely that the
consumption of the NSAIDs would be significantly lower in Lund than its
neighboring cities. Since this study is performed by sereening of several WWTPs
based on sampling at a single ocecasion we therefore attribute the absence of the
analytes in the Killby influent to the overall intermittent detection of these analytes in
wastewater. This behavior in its turn 1s most likely due to these compounds not being
main human metabolites, but present in the water either by their occurrence as
contaminants in consumed preparations of the NSAIDs or potential microbial
transformation processes in the sewage system. which could be highly dependent on
the biotic and abiotic conditions, changing from day to day.

These results show that non-detectable or very low amounts of these compounds
reach the WWTPs via wastewater. which would imply that they probably are of minor
environmental concern. However. studies have revealed that NSAIDs undergo
substantial biological transformation within WWTPs [33-34]. Previous work has for
instance shown the transformation of diclofenac into diclofenac amide during
activated sludge batch experiments [35]. Due to the hydrophobicity of the
investigated analytes they could also have a potential to accumulate in the sludge,
which would provide another pathway into the environment via the use of sludge as a
fertilizer in agriculture. To investigate this, samples of water entering as well as
exiting the activated sludge treatment and samples of dewatered. digested sludge were
collected from Ellinge WWTP and analyzed. On this occasion. only diclofenac amide
was detected in the samples. As can be seen in table 4, the concentration inereased
during the activated sludge treatment resulting in 132 ng L in the secondary effluent,
thus implying a formation of this compound during the treatment. In the digested
sludge. also only this compound was detected at a concentration of 183 ng g,

showing its potential to accumulate in the sludge.

4. Conclusions.

In this work. a two-phase HF-LPME method was developed and validated for the
direct extraction of three hydrophobic NSAID transformation products from

wastewater and sludge. Analysis of influent water from five Swedish WWTPs
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revealed the presence of these compounds in most samples, although in very low
amounts. It can hence be concluded that the input of these compounds to WWTPs 1s
of minor concern. However, analysis of water from the activated sludge treatment and
digested sludge showed that at least one of the analytes. diclofenac amide. has a
potential to form during wastewater treatment and accumulate m sludge. Significant
environmental release via WWTPs can thus not be totally excluded why further
studies regarding the formation of these compounds and their partitioning into sludge

are motivated.
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ag Table 2. Analytical performance of the optimized HF-LPME method.
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Table 3. Concentration of the studied NSAIDs transformation products in influent water from WWTPs in
southern Sweden.

Concentration (ng/L)

Analyte Sjilunda Killby Ellinge Klagshamn Kavlinge
4-IBAP 196.7 £ 10.7 nd. nd <LOD (6.3) = LOD (1.3)
3-AcBP 554129 nd. 88.8+232 46,6 £13.0 57,5188
Diclofenac amide n.d. ad. 545+£202 <LOD (27.5) =1OD

Table 4. Concentration of diclofenac amide in conventional activated sludge (CAS) influent
water and effluent water and digested sludge from Ellinge WWTP.

Anal Concentration (ng/L) Concentration (ng/g)
Antye CAS-in CAS-out Sludge
Diclofenac amide 1088 =100 1316+55 1828 =62
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Figure captions

Fig. 1. HF-LPME assembly designed for the extraction of hydrophobic analytes.

Fig. 2. Effect of the extraction solvents used for HF-LPME on the relative peak area
of the analytes. Error bars indicate the standard deviation (n = 3).

Fig. 3. Effect of the extraction time on the relative peak area of the analytes in: a)
reagent water; b) wastewater. Error bars indicate the standard deviation (n = 3).

Fig. 4. Effect of the stirring speed on the relative peak area of the analytes. Error bars
indicate the standard deviation (n=3).

Fig. 5. Effect of the membrane length (organic phase volume) on the relative peak
area of the analytes. Error bars indicate the standard deviation (n = 3).

Fig. 6. GC-MS-SIM chromatogram obtained from a spiked wastewater at 10 pg L™
after hollow fiber membrane extraction.
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Conclusiones generales de la Tesis

A partir de los resultados obtenidos en la presente memoria se pueden extraer las
siguientes conclusiones generales:

1. Se ha optimizado un procedimiento analitico basado en el uso de membranas
poliméricas porosas (HF-LPME) para la determinacién de cuarenta compuestos organicos
persistentes en muestras biolégicas y de alimentos, entre los que se encuentran
plaguicidas, PCBs y PBDEs, muchos de ellos incluidos en el Convenio de Estocolmo.

2. La optimizaciéon multivariante del método HF-LPME ha permitido definir
condiciones instrumentales adecuadas para un amplio rango de compuestos, por lo que el
método presenta gran aplicabilidad en el analisis de alimentos y fluidos biolégicos.

3. El método HF-LPME propuesto presenta limites de deteccion en el rango de ng L-1,
recuperaciones de alrededor del 100 % para la mayoria de los analitos, desviaciones
estandar relativas entre 4y 17 % y altos factores de enriquecimiento, los cuales superan las
caracteristicas analiticas de otros métodos similares descritos en la bibliografia.

4, El método propuesto es muy simple, barato, no presenta contaminacion cruzada y
es preciso, y la aplicacion a muestras bioldgicas y alimentos pone de manifiesto que se
puede utilizar para el analisis de rutina en la determinacién de compuestos orgdnicos
persistentes en dichas muestras.

5. El método HF-LPME también se ha aplicado a la determinacion de residuos de
disolventes halogenados en aceite de oliva, obteniéndose limites de deteccién muy por
debajo de los establecidos por la Unidén Europea en relacién con estos compuestos.

6. La combinacién de la espectrometria de masas organicas con el detector de
captura de electrones, ha permitido obtener alta sensibilidad instrumental e
identificaciones inequivocas de los analitos.

7. Se ha desarrollado una estrategia analitica basada en la extraccion multiple con HF-
LPME que ha permitido eliminar el efecto matriz en la extraccion y disminuir los limites de
detecciodn, lo cual constituye un aspecto fundamental en el analisis de muestras complejas
como el aceite.
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8. Se ha optimizado y validado un método HF-LPME en dos fases para la extraccién de
tres productos de degradacién de drogas no esteroideas antiinflamatorias: ketoprofeno,
ibuprofeno y diclofenaco, en lodos y aguas residuales.

9. El método anterior se ha aplicado a un estudio llevado a cabo en Suecia, y pone de
manifiesto la presencia de estos tres compuestos en 365 muestras de influentes
analizadas, aunque en baja concentracién.

10. El analisis del efluente de la planta de tratamiento de aguas residuales demostrd la
presencia de uno de los productos de degradacién, diclofenaco amida, lo cual pone de
manifiesto la formaciéon de dicho compuesto durante el tratamiento del residuo y su
acumulacién en el lodo.
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Conclusions

The present Thesis allows obtaining the following general conclusions:

1. A new analytical procedure based on the use of porous polymeric membranes (HF-
LPME) has been optimized for the determination of forty persistent organic pollutants in
biological fluids and food samples, including pesticides, PCBs and PBDEs, the majority of
them included into the Stockholm Convention.

2. The multivariate optimization of the HF-LPME method allows defining optimal
conditions for a wide range of compounds, which demonstrate the applicability of the
method for the analysis of food and biological fluids.

3. The proposed HF-LPME method presents detection limits around ng L-1, recoveries
about 100 % for the majority of analytes, relative standard deviations from 4 to 17 % and
high enrichment factors, which overcome the analytical features of similar methods
described at the literature.

4, The proposed method is simple, cheap, does not present simple carryover, is
precise, and together with the application to biological and food samples demonstrate that
it can be used for routine analysis of persistent organic pollutants in this type of samples.

5. The HF-LPME has also been applied to the determination of halogenated solvent
residues in olive oil, obtaining detection limits under those established by the European
Union.

6. The combination of organic mass spectrometry with electron capture detector
allows obtaining high sensitivity as well as unequivocal identification of the analytes.

7. An analytical strategy based in a multiple stepwise extraction by HF-LPME has been
developed and applied to olive oil samples, which overcomes matrix effects and enhance
sensitivity, which is crucial in this type of analysis.

8. A two-phase HF-LPME method was developed and validated for the direct
extraction of three hydrophobic non-steroidal anti-inflammatory drugs transformation
products from wastewater and sludge.

9. Analysis of influent water from five Swedish wastewater treatment plants revealed
the presence of these compounds 365 in most samples, although in very low amounts.
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10. The analysis of water from the activated sludge treatment and digested sludge
showed that at least one of the analytes, diclofenac amide, has a potential to form during
wastewater treatment and accumulate in sludge.
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