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RESUMEN

Palabras clave: Cromatografia de gases, Cromatografia de liquidos, Espectrometria de masas,

Benzotriazoles, Farmacos antimicoticos

En esta Tesis Doctoral se describe el desarrollo y la aplicacidon de nuevas estrategias de
analisis utiles para la determinacién de contaminantes emergentes azdlicos en muestras
medioambientales. Concretamente, las familias estudiadas son los benzotriazoles inhibidores
de procesos de corrosidn, los estabilizadores UV benzotriazélicos (Tinuvin), y los farmacos
antimicéticos. Los métodos de analisis desarrollados consisten en una primera etapa de
preparacion de muestra mediante SPE, SPME o DLLME, para muestras liquidas, y MSPD, para
muestras solidas; seguida de una segunda etapa de determinacion de las sustancias mediante
LC-MS/MS o GC-MS/MS con analizador de masas hibrido cuadrupolo-tiempo de vuelo (QTOF)

de ultima generacion.

Los métodos analiticos aqui desarrollados han sido utilizados para llevar a cabo estudios
medioambientales en los que se han analizado muestras de agua tomadas en rios de Espafia
gue soportan vertidos de estaciones depuradoras de aguas residuales, asi como en la entrada y
la salida de estas plantas, con el objetivo de estimar los coeficientes de eliminacidn alcanzados
en los procesos de tratamiento de aguas residuales. Paralelamente, estas sustancias han sido
determinadas en muestras de lodos generados durante estos tratamientos para confirmar o
descartar la ocurrencia de procesos de adhesion y sedimentacion de estos contaminantes

emergentes en la materia particulada.

Finalmente, se han llevado a cabo estudios de estabilidad de algunos de los
contaminantes emergentes estudiados bajo los efectos de la luz UV. La aplicacion de este tipo
de radiacidon como tratamiento terciario en algunas estaciones depuradoras de aguas residuales
hace interesante conocer si su eficacia es tal, que consigue mineralizar completamente los
compuestos presentes en el agua, o si da lugar a nuevas sustancias que pudieran ser mas
peligrosas que los compuestos de partida. Ademas, dado que una fraccion de la luz del Sol es
radiacion UV, es interesante estudiar las reacciones que pueden desencadenarse sobre los

terrenos agricolas abonados con lodos procedentes de estas plantas.



ABSTRACT

Keywords: Gas chromatography, Liquid chromatography, Mass spectrometry, Benzotriazoles,

Antimycotic drugs

In this PhD dissertation, the development and the application of new analytical
strategies useful for the determination of azolic emerging contaminants in
environmental samples are described. The studied families are the benzotriazole
corrosion inhibitors, the benzotriazole UV stabilizers (Tinuvin) and the antimycotic
pharmaceuticals. The developed analytical methods consist of a sample preparation stage
by SPE, SPME or DLLME, for liquid samples, and MSPD, for solid samples, followed by analytes
determination by LC-MS/MS or GC-MS/MS with the state-of-the-art quadrupole-time of

flight (QTOF) mass analyzers.

The developed analytical methods have been used in environmental studies involving
the analysis of water samples, taken at Spanish rivers receiving discharges from sewage
treatment plants, as well as at the entrance and the way out of these plants, with the aim of
assessing the elimination coefficients reached in the wastewater treatment. In addition, these
substances have been determined in sewage sludge, generated during these treatments, in
order to confirm or refute the existence of sorption and sedimentation processes of them with

the particulate matter.

Finally, stability studies have been undertaken aiming to determine the degradability of
some of these emerging contaminants exposed to UV light. The application of this kind of
radiation as tertiary process in some sewage treatment plants makes it interesting to know
whether total mineralization of the pollutants is possible or if new substances appear, which
may be even more dangerous than the precursor compounds. Besides, given that a fraction of
the sunlight is UV radiation, it is also concerning to study the reactions that could be favoured

on agricultural fields amended with sludge from sewage treatment plants.
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SUMMARY

This section is a summary of the contents of this PhD dissertation. It contains (1) the
aims of the work, (2) a brief introduction to the studied substances, the main analytical
techniques considered and the existing sample preparation methodologies that have been
applied so far, and (3) a general overview of the research activities undertaken during the
development of this Thesis. The general conclusions of this research are given in a dedicated

chapter at the end of this dissertation.

1. AIMS

Important quantities of emerging contaminants (ECs) are introduced every day in urban
sewage systems all around the world. Although for most of them it is too soon to determine
their toxicity, it is suspected that chronic exposures to these compounds can be dangerous for
public health and environment [1]. This situation makes mandatory the availability of analytical
methods that permit the identification and quantification of emerging contaminants in water
samples. This Thesis is focused on three families of azolic emerging contaminants: benzotriazole
corrosion inhibitors, benzotriazole ultraviolet stabilizers and antimycotic drugs. Thus, the aims

of the present work are four:

1. To develop robust, sensitive and selective analytical methodologies for the
determination of the selected emerging contaminants in environmental samples of surface and

sewage water, and in sewage sludge.

2. To quantify the presence of these products in the environment. Estimating the
elimination efficiencies reached at conventional sewage treatment plants (STPs) as well as the

accumulation in sludge.

3. To study the degradability of the studied substances by tertiary water treatments,
such as photodegradation with UV radiation, and establishing the degradation paths followed

in this kind of processes.

4. To look for other emerging contaminants, not originally selected, that can be present
in this kind of environmental samples and might be present in extracts obtained under

optimized conditions for azolic compounds.
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2. INTRODUCTION

2.1. BENZOTRIAZOLES

Itis referred as benzotriazoles a family of compounds integrated by the 1H-benzotriazole
(BTri) and its benzyl-substituted derivatives, holding particularly importance the methylated
derivatives (tolyltriazoles, TTri). These high volume production chemicals are complexing agents
widely used as anticorrosives [2, 3]. For this reason they are part of cooling fluids, aircraft deicing

fluids, antifreezes and dishwashing liquids [4-6].

As most of the ECs, benzotriazoles are still under study and there are not enough data to
estimate the hazard that they represent. However, toxicological studies have demonstrated that
they might be hazardous to plants [7, 8], mutagenic in bacteria cell systems [8] and toxic to some
microorganisms [9]. Moreover, BTri has been classified as a suspected human carcinogen [8].
STPs represent one of the most important discharge sources of these compounds into the
aquatic media [10-12]. Thus, they have been detected in different aquatic compartments, such
as surface, ground or wastewater [4, 5], sludge [13, 14] and sediments [14]. In addition,

benzotriazoles appear in indoor environments [15], and even in human urine [16].

Analytical methods for the determination of these pollutants in water samples are based
on a pre-concentration step followed by the subsequent separation and detection by liquid
chromatography-tandem mass spectrometry (LC-MS/MS) [5], using triple quadrupole (QgQ)
instruments in most of the cases. Regarding sample preparation, solid-phase extraction (SPE),
using conventional hydrophilic-lipophilic balanced polymeric materials such as OASIS HLB
[10, 16-19] or Strata X [20, 21], remains as the most popular concentration technique
for benzotriazoles determination in water samples. Microextraction techniques for these
chemicals have just been scarcely investigated. Several coatings for stir-bar sorptive extraction
(SBSE) have been tested with efficiencies lower than 1% [22] and only one application of
dispersive liquid-liquid microextraction (DLLME), using tri-n-buthylphosphate as extractant

and methanol as dispersant, has been developed [23].
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2.2. BENZOTRIAZOLE ULTRAVIOLET STABILIZERS

Benzotriazole UV stabilizers (BUVSs), also reported as Tinuvins, constitute a group of
compounds part of the family of organic UV light absorbers, which are high volume production
chemicals incorporated in a variety of commaodities, such as sun screens and other personal care
products, paints, surface coatings and building materials, with the aim of retarding light induced
degradation reactions [24-27]. Structurally, BUVSs are derivatives of the 2-hydroxybenzotriazole
and their main role is to prevent UV photo-induced reactions that take place on surfaces with

exposure to the outdoors [28, 29].

The presence of BUVSs in different environmental compartments, from surface water to
sludge and biota [30, 31], added to their moderate estrogenic properties [32], has awaken the
concern about their potential environmental risks. BUVSs have been identified in sediments
from rivers flowing through heavily industrialized areas [33-36] and also in biota samples [33,
37-39], mostly collected in the southeast of Asia. Furthermore, worldwide consumption of
BUVSs has been confirmed with the analysis of other matrices, such as dust from indoor
atmospheres [40]. Their presence has been also reported in raw sewage water [41-43]. Given
that, BUVSs display moderate to high lipophilic properties, it is deemed that they might be
accumulated in sludge at STPs. This fact has been recently demonstrated in a monitoring
campaign carried out in STPs from 30 Chinese sites [44]. Thus, quantification of BUVSs levels
existing in sludge is required to understand their behaviour during sewage treatments and to
address the risk of re-introducing these bio-accumulative pollutants in the terrestrial

environment, when biosolids from STPs are disposed in agricultural fields.

From an analytical perspective, BUVSs are determined by gas chromatography-mass
spectrometry (GC-MS) [34, 40, 41], usually with ion-trap mass analyzers. This group of ECs are
also amenable to reversed-phase LC analysis; however, some of them are poorly ionized in
electrospray ionization sources (ESI), so atmospheric pressure photoionization (APPI) and
atmospheric pressure chemical ionization (APCI) sources are applied. Notwithstanding, the main
difficulty when determining BUVSs are the complex extracts that are obtained from sewage
sludge samples, with which GC-MS can hardly deal. For this reason, although pressurized liquid
extraction (PLE) has been applied several times [13, 40, 44], matrix solid-phase dispersion

(MSPD) is a good alternative that can provide a higher selectivity [35].

13



SUMMARY

2.3. ANTIMYCOTIC DRUGS

Antimycotics constitute a broad group of drugs designed to treat infections caused by
fungi. Most of them are azole or allylamine compounds. These pharmaceuticals are mainly used
in topical applications; thus, they can be released from treated skin areas and introduced into
urban sewage during showering. In addition to this, some of these drugs are administered orally
and intravenously. Therefore, excretion of unmetabolized compounds is another source of

antimycotics for the urban sewage system [45, 46].

Given that antimycotics are designed to act as fungi killers, through inhibition of certain
enzymes, they might also disturb the endocrine system of aquatic organisms. In fact, azolic
compounds interfere with the production of aromatase enzymes, which are responsible for
sexual differentiation of vertebrates during larval stages and for the balance between

androgenic and estrogenic hormones in mammals [47].

Among the most often-prescribed antimycotic drugs, fluconazole (FCZ) has been
detected at similar levels in the inlet and outlet streams of STPs, which suggests resistance to
biodegradation [48]. Less polar compounds, such as clotrimazole (CTZ), ketoconazole (KTZ),
econazole (ECZ) and miconazole (MCZ), have been also found in wastewater entering municipal
STPs [48-50]. Although their levels are significantly reduced in treated wastewater, sludge
sorption, and not degradation, appears to be the responsible for such reduction [51, 52]. For
these reasons, it is interesting the development of analytical methods for both matrices: sewage

water and sludge.

Analytical methods for the determination of antimycotic drugs in environmental water
samples usually rely on LC-MS/MS after SPE using reversed-phase type sorbents, like OASIS HLB
[49-51] or Strata X [51, 53]. In case of complex sludge samples, extraction techniques should
provide quantitative yields and enough selectivity to limit potential variations in the efficiency
of the ionization process. PLE [54, 55] and ultrasound-assisted extraction (UAE) [49, 52, 56] have
been reported for their extraction from sludge, usually in combination with off-line SPE of the
raw extract, after water dilution, using reversed-phase sorbents [49, 54, 56]. However, despite
these two-step procedures, most authors have recognized the existence of significant matrix

effects during ESI ionization with signal attenuation percentages as high as 70-80% [54].
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3. RESEARCH ACTIVITIES AND RESULTS

3.1. BENZOTRIAZOLE CORROSION INHIBITORS AND BUVSs

Within the framework of this PhD, two novel analytical methodologies have been proposed for
the determination of BTri, 4-methyl-1H-benzotriazole (4-TTri), 5-methyl-1H-benzotriazole
(5-TTri), 5,6-dimethyl-1H-benzotriazole (XTri) and 5-chloro-1H-benzotriazole (5-CIBTri) in water
samples. Both strategies include a microextraction step, the first one consists of DLLME with
concurrent derivatization, followed by GC-MS analysis, and the second one starts with solid-
phase microextraction, with a technical grade polymer, and finishes with LC-MS analysis, with
quadrupole-time of flight (QTOF) hybrid analyzer. In addition, an analytical alternative for the
determination of BUVSs in sewage sludge, by GC-QTOF-MS/MS, has been developed. Among
others, most important species in this family, such as Tinuvin P, Tinuvin 326, Tinuvin 327 and
Tinuvin 328, have been included in this research. A brief description of working samples
preparation conditions and their most relevant figures of merit are summarized below, under

the title of the corresponding published article.

Determination of benzotriazoles in water samples by concurrent derivatization-dispersive

liquid-liquid microextraction followed by gas chromatography mass spectrometry

The first research article presents a simple and low-cost procedure, requiring just ten
minutes, for the simultaneous extraction and concentration of BTri, 4-TTri, 5TTri, XTri and 5-

CIBTri in small amounts of sewage water and river samples.

To this end, 10 mL of sample were combined with 1 mL of Na2HPOa4 (8%, w/v) and mixed
with the ternary acetylation-microextraction mixture, consisting of 100 uL of acetic anhydride,
1.5 mL of acetonitrile and 60 uL of toluene. Thus, analytes were simultaneously acetylated and
transferred to the dispersed droplets of toluene in a concurrent acetylation-DLLME process.

Separation and detection were performed by GC-MS.

During the optimization of sample preparation conditions, different catalysts (NaHCOs3,
Na:HPOs and acetate) were tested, as well as different reaction times for the derivatization with
acetic anhydride. Once it was proven that this step could be undertaken simultaneously with

the DLLME, extractant and dispersant solvents were selected after considering chlorobenzene,
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carbon tetrachloride, 1,1,1-trichloroethane and toluene, as extractants, and methanol, acetone
and acetonitrile, as dispersants. Other variables that were considered are the ionic strength of

the sample, the extractions time and the centrifugation time.

The proposed methodology achieved limits of quantification (LOQs) between 0.007
ng mL ™t and 0.080 ng mL%, enrichment factors between 93 and 172 times, good reproducibility,
with relative standard deviations lower than 10%, and linearity with determination coefficients
above 0.9991 for all compounds in the range between LOQs and 20 ng mL™. Pseudo-external
calibration, with fortified ultrapure water samples submitted to the acetylation-DLLME
procedure, proved to be adequate for the accurate quantification of complex aqueous matrices

such as surface or wastewater, providing recoveries comprised between 86% and 112%.

Finally, the developed procedure was applied to the analysis of real samples, showing
the ubiquity of BTri, 4-TTriand 5-TTri raw and treated sewage water at concentrations up to 1.9

ng mL? for BTri, 0.5 ng mL? for 4-TTri and 0.6 ng mL? for 5-TTri.

Polyethersulfone solid-phase microextraction followed by liquid chromatography quadrupole

time-of-flight mass spectrometry for benzotriazoles determination in water samples

Alternatively to the standard SPE, which requires the concentration of large sample
volumes and is solvent-consuming, and the derivatization-DLLME previously described process,
another microextraction method for the determination of the same five benzotriazoles in
surface and wastewater samples was developed. In this case, analytes were pre-concentrated
using a disposable, low-cost polyethersulfone (PES) sorbent and further analyzed by LC-QTOF-
MS.

Under optimized conditions, analytes were extracted from 15 mL of water samples,
containing a 30% (w/v) of sodium chloride (4.5 g) and adjusted at pH 4.5, using a tubular PES
sorbent (5 cm length x 0.7 mm o.d., sorbent volume 42 pL). The PES tube was attached to the
silicone septum of the aluminium crimp cap that covered the vials, bended in a U shape and
immersed in the water sample. After finished the extraction step, the polymer was desorbed in
methanol and the benzotriazoles present in the extract were determined by high resolution LC-

MS, with chromatograms extracted using a mass window of 20 ppm, centered in their [M+H]*
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ions. The identity of chromatographic peaks was confirmed with accurate ion product scan

(MS/MS) spectra.

Parameters affecting the efficiency of sample preparation (extraction conditions and
desorption solvent) and those controlling the performance of LC-MS determination were
investigated. Once the desorption solvent was chosen (methanol) factorial experimental design,
23 type, was used to evaluate the effects of the pH of the sample, its ionic strength and the
stirring speed during the extraction. Eventually, time-course of the sorptive extraction was

studied, concluding that a time lapse of 6 h was required to attain equilibration conditions.

The method provided LOQs between 0.005 and 0.100 ng mL?, and relative recoveries
from 81% to 124% (except for XTri in sewage samples, ca. 60%) with associated standard
deviations between 2% and 9%. When compared with polydimethylsiloxane covered stir-bars
(coating volume 24 pL), the PES polymer achieved significant higher responses (5- to 20-fold)

for these polar pollutants.

When applying the method to real samples, BTri, 4-TTri and 5-TTri were found in urban
sewage and river water, affected by wastewater discharges, with the maximum concentration

(5.9 ng mL?) corresponding to BTri in raw wastewater.

Gas chromatography quadrupole time-of-flight mass spectrometry determination of

benzotriazole UV stabilizers in sludge samples

In this research, target compounds are the lipophilic 2-hydroxyphenyl-derivatives of the
BTri, which tend to sediment with particulate matter during sewage water treatment and,
therefore, are concentrated in sewage sludge. Selected BUVSs for this work are: Tinuvin P
(UV-P), Tinuvin 234 (UV-234), Tinuvin 320 (UV-320), Tinuvin 326 (UV-326), Tinuvin 327 (UV-327),
Tinuvin 328 (UV-328), Tinuvin 329 (UV-329), Tinuvin 350 (UV-350) and Norbloc 7966 (UV-56).

PLE is the sample preparation technique preferred for the extraction of these chemicals
from sewage sludge samples. The main drawback of this kind of processes is that they require
an important investment in equipment and solvents to obtain extracts that, sometimes, are too
complex to be analyzed by GC-MS. In this work a simplified procedure for the selective

determination of these BUVSs in sludge from urban STPs is presented.
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Analytes were extracted from the sample by MSPD and further determined using GC-
QTOF-MS/MS. Highly selective chromatographic records were attained considering a mass
window of 0.005 daltons (Da), centred in the quantification product ion corresponding to each
compound. Moreover, the availability of accurate ion product scan MS/MS spectra permitted
to confirm the identities of peaks observed in extracted ion MS/MS chromatograms. As a result,
a straightforward sample preparation procedure combining extraction and clean-up in the same
step, and consuming just 10 mL of ethyl acetate, sufficed to deal with complex sludge samples.
The developed method attained limits of quantification (LOQs) between 2 ng g* and 10 ng g%,
referred to freeze-dried sludge, and recoveries from 70% to 111%, with standard deviations

from 2% to 13%.

Analysis of sludge samples and certified reference materials confirmed the existence of
residues of eight out of nine BUVSs. UV-326, UV-328 and UV-234 displayed the highest

occurrence frequencies and individual concentrations above 100 ng g in several samples.

3.2. ANTIMYCOTIC DRUGS

This PhD has considered the determination of antimycotic drugs in all the matrices
involved in the sewage treatment plant process: wastewater and sludge. Seven chemicals have
been selected: clotrimazole (CTZ), econazole (ECZ), etaconazole (ETZ), fluconazole (FCZ),
ketoconazole (KTZ), miconazole (MCZ) and terbinafine (TRB). For the analysis of water samples
a SPE protocol has been proposed, while for the sewage sludge a MSPD process followed by SPE
on-line clean-up was developed. Extracts obtained by both methodologies were analyzed in a
LC-QTOF-MS/MS system. In this two works, the high-resolution capabilities of the QTOF analyzer
were also utilized for the screening of other ECs that could have been extracted from both kind
of samples. Moreover, the stability of the most important antimycotic drugs was studied in a
third work, in what new substances, generated during degradation reactions, were identified
with the LC-QTOF-MS/MS instrument and their relative toxicities (versus the precursor drug)

assessed using software tools.
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Selective determination of antimycotic drugs in environmental water samples by mixed-mode
solid-phase extraction and liquid chromatography quadrupole time-of-flight mass

spectrometry

In this research, the suitability of mixed-mode (reversed-phase and cationic exchange)
SPE for the selective concentration of basic antimycotic drugs (belonging to triazole, imidazole
and allylamine chemical classes) in environmental water samples has been demonstrated for
first time. The use of a sequential elution protocol, allowing the removal of neutral and acidic
interferences before analytes extraction, led to a significant reduction of matrix effects, during

ESl ionization, in comparison with results reported for reversed-phase sorbents.

Under optimized conditions, samples were adjusted to pH 3 and mixed with a 5% (v:v) of
methanol. Thereafter, the considered volume (from 150 to 500 mL, depending on the matrix)
was passed through an OASIS MCX cartridge, triggering the concentration of the analytes. Once
the sorbent was dry, neutral and acidic compounds were removed by rinsing the cartridge with
2.5 mL of methanol (0.1% in formic acid). Finally, antimycotic drugs were recovered with 2 mL

of methanol containing a 2% (v:v) of NHa.

The combination of this protocol with LC-QTOF-MS/MS determination attained LOQs
comprised between 2 and 15 ng L'L. After internal surrogate correction, accurate results (in most
cases, recoveries ranged between 75 and 117%) were obtained for spiked aliquots of raw and
treated wastewater, as well as river water, using quantification against calibration standard
solutions in methanol (2% in NHs). Accurate, scan MS/MS spectra allowed the unambiguous
identification of target compounds in environmental samples. FCZ, KTZ, MCZ and CTZ were

measured in wastewater samples at concentrations up to 200 ng L.

Furthermore, the information contained in MS spectra was used for the screening of
additional antimycotics in the processed samples, finding systematically another antimycotic
drug that had not been initially considered, climbazole (CBZ). This compound was present in all

the processed samples.
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Selective extraction of antimycotic drugs from sludge samples using matrix solid-phase

dispersion followed by on-line clean-up

In this study, an effective and selective, modular sample preparation method for the
extraction of the seven antimycotic drugs studied in the previous work, plus CBZ, from digested
sludge samples is proposed. To this end, MSPD was on-line connected with a cationic exchanger
SPE cartridge (Bond Elut SCX). The content of the MSPD cartridge was 0.5 g of the freeze-dried
sludge sample, dispersed with Cis, plus a clean-up layer of primary and secondary amine (PSA)
sorbent. Analytes were extracted with 10 mL of methanol, flowing this extract also through the
SPE cartridge, where target compounds remained trapped whilst neutral interferences were
released. After discarding the MSPD syringe, analytes were recovered with 10 mL of methanol

(0.5% in NHs) before LC-QTOF-MS/MS determination.

In the optimization of this procedure the extraction efficiencies of four different solvents
were compared: methanol, methanol 0.1% in formic acid, acetonitrile and ethyl acetate. Also,
different SPE cartridges, displaying cationic exchange interactions, were tested: Bond Elut SCX,
Bond Elut CBA and OASIS MCX. Once this had been undertaken, the effects of the mass of Cis,
the mass of PSA and the volume of extractant solvent in the responses of target compounds

were investigated with a Box-Behnken factorial design.

In comparison with previously published sample preparation methodologies, the
developed approach greatly simplifies sample handling and reduces attenuation of ESI
ionization for sample extracts when compared to standard solutions. The obtained absolute
recoveries ranged between 70% and 118%, and the LOQs of the method varied between 5 and
8 ng g’%. In the analysis of real samples, CBZ, CTZ, KTZ and MCZ were ubiquitous in urban sludge,

with maximum average concentrations (above 400 ng g!) corresponding to CTZ.

The screening capabilities of the LC-QTOF-MS system demonstrated that the developed
modular extraction and purification methodology might be useful for the selective extraction of
other basic drugs from sludge, finding sertraline, amitryptiline and amiodarone ubiquitous in all

the extracts.
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Identification of antimycotic drugs transformation products upon UV exposure

The stability of three of the antimycotic drugs (CTZ, KTZ and MCZ), previously detected
in sewage water and sludge, upon exposure to UV radiation, employed as tertiary wastewater

treatment in some STPs and also present in sunlight, was investigated.

First, precursor compounds were immobilized in a silicone support, which was further
exposed to UV light at two different wavelengths: 254 and 365 nm. Analytes, precursor drugs
and their potential transformation products (TPs), were recovered from the supports soaking
them in 0.5 mL of acetonitrile. Thereafter, the extract was injected in the same LC-QTOF-MS/MS
instrument. This way, identification of the arising transformation products (TPs) and evaluation

of their time-courses were investigated.

It was demonstrated that the three antimycotics can be largely degraded upon UV
exposure, displaying similar stabilities when exposed to 254 nm light; however, CTZ was
significantly more stable than MCZ and KTZ when irradiated with the 365 nm lamp. TPs
identified in silicone supports resulted from de-chlorination, cleavage, intra-molecular
cyclization and hydroxylation reactions. Many of these species were also detected when
exposing other solid matrices, such as sand and agricultural soil, previously spiked with target

compounds, to UV light.

The 50% estimated lethal concentration, calculated using the 48-h Daphnia Magna test,
for the two main TPs of CTZ and MCZ, at both wavelengths, were lower than those

corresponding to the precursor drugs.

Results obtained in each of these research lines have been compiled in six research
original articles, which have been published in well-reputed journals. All of them fall in the upper
quartile within the categories of Analytical Chemistry (five articles) and Environment (one

article).
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. JUSTIFICACION Y OBJETIVOS

Los ultimos desarrollos en analisis instrumental han permitido la identificacién de una
serie de sustancias quimicas presentes en muestras medioambientales en concentraciones muy
pequefias, que no habian sido detectadas previamente. Se trata de componentes de multitud
de productos que utilizamos en nuestra vida diaria por lo que son introducidos en el medio
continuamente [1]. Esto conlleva que, aunque solo algunos de ellos sean persistentes, su
deteccion en muestras esté siendo continua. Ademds, algunos de estos compuestos
presentan un riesgo potencial para la salud publica y el medio ambiente, ain cuando
todavia no se ha podido cuantificar la magnitud de esta amenaza. Estos productos son los

denominados contaminantes emergentes.

Las muestras medioambientales son altamente complejas, por tanto, el principal desafio
qgue implican las investigaciones en torno a los contaminantes emergentes es disponer de los
instrumentos y las metodologias necesarias para poder identificar y medir concentraciones
extremadamente pequenas de estas sustancias, que se encuentran rodeadas de muchos otros
compuestos quimicos en concentraciones mucho mas elevadas. Por otro lado, el nimero
potencial de contaminantes emergentes es ingente, lo que implica que los métodos de analisis
dirigidos se centren en determinadas familias o grupos de compuestos. Dichas familias o grupos
suelen establecerse en base a dos criterios diferentes: estructura quimica similar o bien

aplicaciones comunes.

En esta Tesis Doctoral se han estudiado tres familias de contaminantes emergentes:
benzotriazoles inhibidores de corrosion, estabilizadores ultravioleta basados en el benzotriazol
y farmacos antimicéticos azélicos. Se trata, por tanto, de tres grupos de compuestos azdlicos.
La mayor parte de los trabajos se basa en andlisis mediante sistemas de espectrometria de

masas hibridos cuadrupolo-tiempo de vuelo (QTOF).
Los objetivos de este trabajo se pueden resumir en cuatro puntos:

] Desarrollo de metodologias analiticas, suficientemente sensibles, selectivas y robustas,
para la determinacidon de los contaminantes emergentes seleccionados en muestras
medioambientales de agua superficial, como rios, lagos y sedimentos fluviales, y en
muestras de estaciones depuradoras de aguas residuales, como efluentes, influentes y

lodos.
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(1]
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Estudio cuantitativo de la presencia de estos productos en el medio ambiente. Realizando
estimaciones de los rendimientos de eliminacion alcanzados mediante procesos
convencionales de tratamiento de aguas residuales urbanas o investigando su potencial

acumulacion en lodos.

Investigacidon de la degradabilidad de las sustancias estudiadas mediante tratamientos
terciarios, tales como la fotdlisis inducida por radiacién ultravioleta, y establecimiento de

las rutas de degradacién seguidas durante este tipo de procesos.

Busqueda de otros contaminantes emergentes presentes en las muestras

medioambientales no preseleccionados originalmente.

D. Barceld, Trends in Analytical Chemistry 22 (2003) xiv-xvi.
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1. CONTAMINANTES EMERGENTES EN EL MEDIO AMBIENTE

Sin ser completamente conscientes de ello, estamos en contacto continuo con
contaminantes emergentes (emerging contaminant, EC). Farmacos, tales como
antiinflamatorios, antidepresivos, antimicdticos u hormonas sintéticas; productos de higiene
personal, como protectores solares, o bactericidas, presentes en champus y perfumes que
utilizamos en nuestra vida diaria; detergentes y aditivos de plasticos y otros polimeros, como
retardantes de llama, filtros y estabilizadores ultravioleta, presentes en objetos que tenemos
en nuestros hogares y en el lugar de trabajo; inhibidores de procesos de degradacion, corrosion
u oxidacion de materiales necesarios en las industrias; algunos pesticidas y antibioticos que se
aplican en la agricultura y la ganaderia; e incluso productos de degradacion generados en los
procesos de desinfeccion del agua potable; asi como microorganismos y nanomateriales,

configuran la lista de ECs [1, 2].

Ademas, la globalizacion ha contribuido a que los mismos compuestos hayan aparecido
simultdneamente en diferentes partes del mundo, siendo mayor el nimero de casos detectados

en Europa [3, 4] y América del Norte [5].

Los ECs llegan a las estaciones depuradoras de aguas residuales (sewage treatment
plants, STPs) a través de los efluentes urbanos y, en muchos casos, presentan persistencia y
sobreviven a los tratamientos convencionales aplicados en estas plantas [6]. Por ello han sido
encontrados en los efluentes de las STPs, asi como en los lodos generados en los procesos de
depuracién. A través de las descargas de estas plantas, los ECs pueden desplazarse a aguas
superficiales, como rios y lagos, o hasta el suelo agricola, al regar los campos con agua residual
tratada [7] y/o abonarlos con fertilizantes que contienen lodo estabilizado. Una vez alli, estos
productos se filtran hacia aguas subterraneas, pudiendo llegar a contaminar manantiales, o
dirigirse de nuevo hacia aguas superficiales, o incluso incorporarse a las cadenas tréficas a través
de invertebrados que viven en el suelo y de las raices de los vegetales [8]. El ciclo seguido por

los ECs en el medio acuatico se representa en la Figura Il.A.1.
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BILIZADORA (\ DEPURADORA

AGRICULTURA

SUPERFICIALES

SUBTERRANEAS,

Figura II.A.1. Ciclo seguido por los contaminantes emergentes en el medio acuatico

Algunos ECs han llegado a ser encontrados en agua potable [9], por lo que la Agencia de
Proteccion Ambiental de los Estados Unidos de América (Environmental Protection Agency,
EPA), uno de los organismos mas activos en investigacion y prevencion sobre ECs, ha publicado
listas [10] de contaminantes que no han sido regulados aun pero que estan presentes en agua
de consumo publico y deben ser regulados en el futuro por leyes federales, como el Acta de

Seguridad del Agua Potable (Safe Drinking Water Act, SDWA) [11].

Por su parte, la Union Europea ha establecido un marco comunitario de actuacion en el
ambito de la politica de aguas mediante la directiva 2000/60/CE del Parlamento Europeo y del
Consejo [12]. En esta ley se establecio una lista de 33 sustancias prioritarias, a la que afio tras
afo se han ido incorporado otras, para las que se fijan niveles maximos de concentracidn en
aguas superficiales. Aunque la mayor parte de los productos incluidos en la primera version de

esta lista son contaminantes convencionales prioritarios como hidrocarburos aromaticos

34



Il. INTRODUCCION

policiclicos (polycylic aromatic hydrocarbons, PAHs) o herbicidas, también se recogen algunos
contaminantes emergentes como (polibromo) difeniléteres (polybrominated diphenylether,
PBDE) o fluorosurfactantes como el acido prefluorooctanosulfénico (perfluorooctanesulfonic

acid, PFOS).

En los ultimos afios han comenzado a conocerse algunos de los peligros de ciertos ECs.
Es el caso de los denominados disruptores endocrinos, de los que ya se han publicado estudios
gue muestran como estas sustancias inducen la feminizacién de peces al alterar su actividad
hormonal [13, 14]. De todas maneras, hoy en dia se considera que no se dispone de informacidn
ecotoxicoldgica suficiente como para estimar los riesgos que representan los ECs para el medio
ambiente [15]. A pesar de ello, la Ultima correccidn aprobada por la Comision Europea sobre
directiva 2000/60/CE, la decisién 2015/495 [16], establece una Watch-list con nuevos limites
para algunos ECs: hormonas como estrona, estradiol y etinilestradiol, diclofenaco,
butilhidroxitolueno (butylated hydroxytoluene, BHT), 2-etilhexil 4-metoxicinamato (2-ethylhexyl
4-methoxycinnamate, EHMC), antibioticos macrdlidos y pesticidas como metiocarb trialato,

oxadiazon y neonicotinoides.

En esta Tesis Doctoral se han desarrollado las metodologias analiticas necesarias para la
determinacién de tres grupos de contaminantes emergentes: inhibidores de corrosién vy
estabilizadores ultravioleta, basados en el benzotriazol, y farmacos antimicoticos azdlicos.
Asimismo, se han aplicado estos procedimientos para el analisis cuantitativo de estos
compuestos quimicos en muestras medioambientales. Ademas, se han llevado a cabo estudios
de estabilidad y se han establecido las principales rutas de degradacion seguidas por los
farmacos antimicéticos estudiados. A continuacion, se presenta informacion relevante acerca

de las propiedades fisico-quimicas, toxicidad y distribucion medioambiental de estas sustancias.
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2. BENZOTRIAZOLES

2.1. DEFINICION Y USOS

Se conoce como benzotriazoles al 1H-benzotriazol (BTri) y a sus derivados benzo-
sustituidos, principalmente los metilados (tolyltriazoles, TTri). Esta familia de ECs son agentes
complejantes que actian como inhibidores de procesos de corrosién [17, 18]. Por este motivo
estan presentes en liquidos refrigerantes, descongelantes aplicados en aviacion (aircraft deicing

fluid, ADF), anticongelantes y productos lavavajillas [19-21].

Los benzotriazoles estan clasificados como productos quimicos producidos en grandes
volimenes (high production volume chemicals, HPV) [22]. Se estima que en los aeropuertos con
mayor trafico aéreo se llegan a consumir entre 1000 y 10000 toneladas de ADF cada invierno
[23, 24]. Segun Cancilla et al. [25], en el General Mitchell International Airport (Wisconsin, USA)

se vertieron 288 toneladas de ADF durante los meses de diciembre de 1998 y enero de 1999.

2.2. ESTRUCTURA Y PROPIEDADES FiSICO-QUIMICAS

La estructura del BTri consiste en la fusion de un anillo bencénico y uno triazdlico, con
los dos 4tomos de carbono del triazol funcionando como puente y con el N1 sustituido con un
atomo de hidrdégeno, tal y como se muestra en la Figura 1l.A.2. En esta Tesis se han considerado
ademas del BTri, el 4-metil-1H-benzotriazol (4-TTri), el 5-metil-1H-benzotriazol (5-TTri), el 5,6-

dimetil-1H-benzotriazol (XTri) y el 5-cloro-1H-benzotriazol (5-CIBTri), Figura II.A.2.

Las propiedades fisico-quimicas de estas sustancias estan resumidas en la Tabla Il.A.1.
Se trata de compuestos sélidos, polares o muy polares, con puntos de ebullicidn altos y con altas
solubilidades en agua. En cuanto a sus propiedades 4cido-base, son sustancias anfotéricas que
poseen un hidrégeno acido unido al N1y un centro bdsico en los N2-Ns. El pKa del hidrégeno
acido estd en torno a 8, es decir, a valores de pH inferiores a 8, este hidrégeno se mantiene
unido a la molécula, mientras que el pKa del centro bdsico se situa entre 0 y 1.9, es decir, a
valores de pH superiores a 2 la molécula no se protona. Son compuestos poco volatiles (presidon

de vapor 3.1x104-2.5x107 Torr).
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Figura II.A.2. Estructura de los benzotriazoles estudiados
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2.3. TOXICIDAD Y DISTRIBUCION EN EL MEDIO AMBIENTE

Tal y como ocurre para la mayoria de los ECs, los benzotriazoles son una familia de
compuestos en estudio y todavia no se dispone de suficientes datos para estimar sus riesgos.
Sin embargo, investigaciones toxicoldgicas han demostrado que pueden ser peligrosos para las
plantas [28, 29]. Ademas, Cancilla et al. [30] concluyeron que el BTri favorece la degradacion
anaerdbica de diferentes glicoles, dando lugar a sustancias toxicas, y midieron su concentracidn
letal media (LCso) en dos especies acuaticas: Pimephales promelas, un pez, y Ceriodaphnia dubia,
un crustaceo; resultando 65 pg mL?! y 102 pg mL?l, respectivamente. Posteriormente,
determinaron la LCso para el 5-TTri en Pimephales promelas, Ceriodaphnia dubia y Selenastrum
capricornutum, un alga, resultando éstas 22 pg mL?, 81.3 pg mL! y 23.2 pg mL?,
respectivamente [25]. El BTri también ha sido clasificado como disruptor endocrino [31, 32] y se
han descrito sus efectos mutagénicos [29] y carcinogénicos [29, 33]. Asimismo, al BTri se le ha
atribuido la responsabilidad de la aparicion de malformaciones en Ciona intestinales, un

invertebrado marino [34].

Por otra parte, los benzotriazoles son compuestos muy estables, con tiempos de vida
media (t1/2) elevados en agua residual, 114-315 dias para el BTri, 14-128 dias para el 5-TTriy 26-
96 dias para el 5-CIBTri [35]. Por ello, tienden a acumularse con facilidad en los alrededores de
las zonas industriales donde son utilizados y en los aeropuertos donde se aplican [36]. Ademas,
al no ser completamente degradados mediante tratamientos convencionales de aguas
residuales, los efluentes de las plantas de tratamiento de residuos industriales contribuyen a la
expansion de estos contaminantes en el medio acuatico [37, 38]. Otra fuente importante de
estos productos son los efluentes de STPs urbanas [39-41]. Debido a la elevada polaridad de los
benzotriazoles, estos compuestos se transportan con gran facilidad a través de las aguas
superficiales continentales [42, 43] hacia el mar [44, 45], pudiendo filtrarse hacia aguas
subterraneas [19, 20, 46-48], y llegando a aparecer en muestras de agua potable [49]. Estas
sustancias han sido detectadas también en lodos procedentes de STPs [48, 50], sedimentos [50],
atmoésferas interiores [51] e incluso en orina [52]. En la Tabla Il.A.2 se resumen algunos de los

rangos de concentracion medidos para benzotriazoles en muestras de agua.
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Tabla Il.A.2 Niveles de benzotriazoles encontrados en muestras de agua

Concentracion (ng mL)

Compuesto Muestra Pais Aio Agua Ref
Influente  Efluente superficial

Aeropuerto Canada 1998 - - 126 [53]

STP Rio Glatt Suiza 2002 13-75 11-100 0.64-3.69 [54]

Rio Glatt Suiza 2003 - - 0.16-5.44 [42]

Rio Rin Suiza 2003 - - 0.22-0.4 [42]

Rio Aare Suiza 2003 - - 0.21-0.45 [42]

Rio Aabach Suiza 2003 - - 0.2-2.87 [42]

Rio Rédano Suiza 2003 - - 0.06-1.38 [42]

Rio Limago Suiza 2003 - - 0.12-0.51 [42]

STP Berlin Alemania 2005 119 9.6 3.4 [39]

. STP Barcelona Espana 2009 7.29 2.44 1.08 [37]

BT STP Holanda 2009 - 8 0.1 [55]

STP Rio Leine Alemania 2009 - 3.85 0.67 [44]

Mar Baltico Alemania 2009 - - 0.029 [44]

STP Rio Erewash UK 2010 - 4 - [49]

Rio Europa 2010 - - 0.23-8.00 [43]

Rio Elba Alemania 2011 - - 0.09-0.30 [45]

Rio Weser Alemania 2011 - - 0.03-0.22 [45]

Mar del Norte Alemania 2011 - - 0.02-0.10 [45]

STP Adelaide Australia 2011 - 2.21 - [48]

STP Rio Sar Espana 2012 10.02 0.27 0.04 [38]

Aeropuerto Canada 1998 - - 198 [53]

STP Rio Glatt Suiza 2002  0.2-5.6 0.1-3.8 0.12-0.63  [54]

Geﬁg::ﬁ:ﬁxe” WIUSA 2003 - - 1410-3830  [25]

Rio Glatt Suiza 2003 - - 0.04-0.91 [42]

Rio Rin Suiza 2003 - - 0.05-0.15  [42]

4-TTri Rio Aare Suiza 2003 - - 0.06-0.15  [42]

STTi Rio Aabach Suiza 2003 - - 0.09-0.44  [42]

Rio Rédano Suiza 2003 - - 0.01-0.09 [42]

Rio Limago Suiza 2003 - - 0.02-0.11 [42]

STP Berlin Alemania 2005 4.7 2.1 0.2 [39]

STP Barcelona Espaia 2009 n.d n.d. 2.48 [37]

STP Holanda 2009 - 3 0.1 [55]

n.d. no detectado

*Concentraciones suma 4-TTri + 5-TTri
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Tabla 11.A.2 (continuacidn). Niveles de benzotriazoles encontrados en muestras de agua

Concentracion (ng mL?)

Compuesto Muestra Pais Aiio Agua Ref
Influente  Efluente

superficial
STP Rio Leine Alemania 2009 - 4.80 0.74 [44]
Mar Baltico Alemania 2009 - - 0.037 [44]
STP Rio Erewash UK 2010 - 0.84 - [49]
) Rio Elba Alemania 2011 - - 0.05-0.28 [45]
Sf:l'TT::" Rio Weser Alemania 2011 - - 0.02-0.52 [45]
Mar del Norte Alemania 2011 - - 0.02-0.20 [45]
STP Adelaide Australia 2011 - 0.37 - [48]
STP Rio Sar Espaia 2012 2.3 2.01 0.21 [38]
STP Espafia 2012 6.6 n.d. n.d. [56]
STP Berlin Alemania 2005 0.02 0.01 <0.01 [39]
XTri STP Holanda 2009 - n.d. 1.5 [55]
STP Adelaide Australia 2011 - 0.1 - [48]
5-CIBTri STP Adelaide Australia 2011 - 0.08 - [48]
STP Espaia 2012 13.8 n.d. n.d. [56]

n.d. no detectado
*Concentraciones suma 4-TTri + 5-TTri
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3.  ESTABILIZADORES ULTRAVIOLETA BENZOTRIAZOLICOS

3.1. DEFINICION Y USOS

Los estabilizadores ultravioleta derivados del benzotriazol (benzotriazole ultraviolet
stabilizers, BUVSs), comercializados por BASF bajo la marca Tinuvin®, son una familia de ECs
capaces de evitar las reacciones desencadenas por la radiacién UV en superficies [57, 58]. Por
este motivo se adicionan a plasticos, pinturas y otros materiales poliméricos, usados
principalmente en ambientes exteriores, previniéndose de esta manera su descomposicion o

decoloracién [59-62].

Segun Smith et al. [63], los materiales poliméricos contienen, de manera general, entre
un 0.1 y un 10% en peso de aditivos, de los que una parte importante son BUVSs. Uno de los
mas extendidos, el Tinuvin® P (UV-P), ha sido medido en concentraciones de entre el 0.2 y el
0.3% en el poliestireno y de 0.01% en botellas de tereftalato de polietileno (polyethylene
terephtalate, PET) [59, 63]. Ademads, concentraciones de hasta el 0.65% del Tinuvin® 234 (UV-
234) han sido encontradas en resinas acrilicas [64], de hasta el 0.97% del Tinuvin® 1130 (UV-
1130) en pintura para automoviles [64] y de hasta el 0.08% del Tinuvin® 326 (UV-326) en otro

tipo de materiales [65].

Desde 2009, estos derivados del benzotriazol también forman parte de la lista HPV [61,
66]. Seglin datos publicados en revistas cientificas de primer nivel, en el afio 2006 se produjeron
549 toneladas del Tinuvin® 327 (UV-327) [67] y entre los afios 2002 y 2005 se manufacturaron

320 toneladas del Tinuvin® 320 (UV-320) [68], siendo Japdn uno de los principales fabricantes.

3.2. ESTRUCTURA Y PROPIEDADES FiSICO-QUIMICAS

La estructura de los BUVSs se basa en la sustitucién del 4tomo de hidrégeno unido al N1
del 1H-benzotriazol por un grupo 2-hidroxifenilo, dando lugar a un 2-hidroxifenilbenzotriazol. A
partir de ahi, surgen multitud de compuestos en funcién de los grupos sustituyentes presentes
en las posiciones meta del anillo fenilico, presentando algunos de ellos un atomo de cloro en el
anillo bencénico del benzotriazol, Figura I.A.3. En esta Tesis se han estudiado algunos de los

BUVSs mas extendidos: el UV-P, el UV-234, el UV-320, el UV-326, el UV-327, el Tinuvin® 328 (UV-
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328), el Tinuvin® 329 (UV-329), el Tinuvin® 350 (UV-350) y el Norbloc® 7966 (UV-56). Las

estructuras de estas sustancias se recogen en la Figura I1l.A.3.

Las propiedades fisico-quimicas de estos protectores UV se resumen en la Tabla Il.LA.3. A
diferencia de los benzotriazoles, que son compuestos polares, sus derivados fendlicos son
altamente lipofilicos (log Kow 4-9) y por tanto, poco solubles en agua. Por otra parte, tienen
propiedades acidas, el pKa del hidrogeno del grupo hidroxilo oscila entre 8 y 10, de manera que
estos compuestos se encuentran en su forma neutra a valores de pH inferiores a 8. Al igual que
los benzotriazoles, los 2-hidroxifenilbenzotriazoles son poco volatiles (presién de vapor 8.8 x 10

8.1.6x 10 Torr).
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Figura I.A.3. Estructura de los BUVSs estudiados
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3.3. TOXICIDAD Y DISTRIBUCION EN EL MEDIO AMBIENTE

Toxicolégicamente, no existen suficientes investigaciones acerca de los BUVSs como para
determinar su peligrosidad. De momento, la EPA ha publicado un informe [60] en el que sostiene
que la toxicidad de estos compuestos es baja y que no son carcinogénicos. En este estudio
también se estima que las LCso para humanos son muy altas (2000-10000 mg kg de peso
corporal). Ademas, otras investigaciones apuntan a que los Tinuvines no muestran actividad
estrogénica [69]. Sin embargo, estos benzotriazoles si que generan irritaciones en la piel y
dermatitis cuando se establece contacto directo con ellos [70, 71]. Mas recientemente se ha

revelado que el Tinuvin® 320 es hepatotdxico y produce dafios en el higado [72].

Por otra parte, se trata de compuestos estables quimica y térmicamente, aunque pueden
ser fotodegradados facilmente, con ti/2 estimados de ente 1y 8 horas [60]. Sin embargo, se ha

descrito su acumulacién en los alrededores de las factorias donde se producen [73-75].

Ademas, dada su alta hidrofobicidad, los benzotriazoles fendlicos tienen una gran
tendencia a acumularse en matrices sélidas ambientales. Este comportamiento ha sido
demostrado en estudios llevados a cabo en zonas acuaticas, donde se ha encontrado la
presencia de BUVSs en sedimentos [68, 74-78]. Las medidas realizadas en las STPs confirman
esta situacién: mientras los niveles en agua residual se sitdan en los ng L [79, 80], los niveles
en lodos van desde los pocos ng g hasta los pg g* [48, 81-83]. Las concentraciones medidas en
estos Ultimos trabajos han sido 1167 ng g'* de media para UV-234, 50-1100 ng g* para UV-326,
3.7-170 ng gt para UV-327 y 57-1300 ng g* para UV-328. Estos y otros niveles determinados en

sedimentos fluviales y lodos procedentes de STPs se recogen en la Tabla 1l.A.4.
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Tabla 11.A.4. Niveles de BUVSs encontrados en muestras de sedimento y lodo

Concentracion

Compuesto Muestra Pais Afio maxima Ref
(ngg)

Sedimento Rio Pawtuxet RI USA 1980 800000 [76]

Sedimento Rio Pawtuxet RI USA 2000 4300000 [74]

uv-p Sedimento Rio Japén 2011 4.4 [77]

Sedimento Rio Espaia 2012 30 [78]

uv-234 Sedimento Rio Japon 2011 324 [77]

Sedimento Rio Omuta Japén 2006 14 [68]

Sedimento Rio Chikugo Japon 2007 0.8 [68]

Sedimento Rio Yabe Japén 2007 0.8 [68]

Sedimento Rio Kikuchi Japon 2007 1.2 [68]

UV-320 Sedimento Rio Tojin Japon 2007 1.1 [68]

Sedimento Mar Kumamoto Japoén 2007 1 [68]

Sedimento Rio Midori Japon 2007 0.3 [68]

Sedimento Mar Shiranui Japon 2007 0.3 [68]

Sedimento Rio Hikawa Japon 2007 0.3 [68]

Sedimento Rio Espana 2012 5.6 [78]

Sedimento Rio Pawtuxet RI'USA 2000 260000 [74]

Sedimento Rio Saginaw China 2002 5.9 [82]

Sedimento Rio Omuta Japon 2006 200 [68]

Sedimento Rio Chikugo Japén 2007 1.8 [68]

Sedimento Rio Yabe Japon 2007 1.5 [68]

Sedimento Rio Kikuchi Japon 2007 33 [68]

Sedimento Rio Tojin Japon 2007 2.6 [68]

UV-326 Sedimento Mar Kumamoto Japoén 2007 1.8 [68]

Sedimento Rio Midori Japon 2007 5.4 [68]

Sedimento Mar Shiranui Japon 2007 4.8 [68]

Sedimento Rio Hikawa Japon 2007 3.2 [68]

Lodo STP China 2009 136 [82]

Sedimento Rio Songhua China 2009 2 [82]

Lodo STP Adelaide Australia 2011 50 [48]

Sedimento Rio Japdn 2011 45 [77]

Sedimento Rio Espafia 2012 32 [78]

Sedimento Rio Pawtuxet RI USA 1980 400000 [76]

Sedimento Rio Pawtuxet RI USA 2000 5200000 [74]

uv-3z7 Sedimento Rio Saginaw China 2002 1.9 [82]

Sedimento Rio Omuta Japon 2006 190 [68]
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Tabla Il.A.4 (continuacidn). Niveles de BUVSs encontrados en muestras de sedimento y lodo

Concentracion

Compuesto Muestra Pais Aiio maxima Ref
(ngg?)

Sedimento Rio Chikugo Japon 2007 1.9 [68]

Sedimento Rio Yabe Japdn 2007 1.6 [68]

Sedimento Rio Kikuchi Japoén 2007 2.4 [68]

Sedimento Rio Tojin Japdn 2007 3.2 [68]

Sedimento Mar Kumamoto Japoén 2007 2 [68]

Sedimento Rio Midori Japdn 2007 3.2 [68]

uv-327 Sedimento Mar Shiranui Japoén 2007 6.3 [68]

Sedimento Rio Hikawa Japdn 2007 1.6 [68]

Lodo STP China 2009 8.4 [82]

Sedimento Rio Songhua China 2009 0.3 [82]

Sedimento Efluente STP Japon 2011 1 [77]

Sedimento Rio Japén 2011 18 [77]

Sedimento Rio Espafia 2012 15 [78]

Sedimento Rio Pawtuxet RI USA 1980 300000 [76]

Sedimento Rio Saginaw China 2002 224 [82]

Sedimento Rio Omuta Japon 2006 320 [68]

Sedimento Rio Chikugo Japdn 2007 6.3 [68]

Sedimento Rio Yabe Japdn 2007 4.5 [68]

Sedimento Rio Kikuchi Japon 2007 5 [68]

Sedimento Rio Tojin Japén 2007 8.1 [68]

Uv-328 Sedimento Mar Kumamoto Japén 2007 4.2 [68]

Sedimento Rio Midori Japdn 2007 11 [68]

Sedimento Mar Shiranui Japon 2007 3.8 [68]

Sedimento Rio Hikawa Japén 2007 2.8 [68]

Lodo STP China 2009 5920 [82]

Sedimento Rio Songhua China 2009 7.1 [82]

Sedimento Efluente STP Japon 2011 85 [77]

Sedimento Rio Japén 2011 1735 [77]

UV-329 Sedimento Rio Japon 2011 7.4 [77]

Lodo STP Adelaide Australia 2011 123 [48]

Cuando los efluentes de las STPs cargados de BUVSs son descargados en el agua
superficial, estos compuestos se extienden por el medio ambiente. Asi, se han establecido

correlaciones entre las concentraciones de UV-234, UV-326, UV-327 y UV-328 medidas en
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efluentes de STPs y las medidas en los correspondientes rios [77]; yendo estas ultimas desde 1
ng L', medido para UV-327, hasta los 4780 ng L, medidos para UV-328 [77]. También se han
encontrado trazas de estos compuestos en muestras de agua tomadas en el Océano Atlantico
(Gran Canaria, Espafia) [80]. No obstante, las industrias en las que se manufacturan BUVSs son
las principales responsables de gran parte de los niveles encontrados en algunos rios, incluso

afios después del cierre de estas plantas [74].

Finalmente, también se ha descrito la acumulacidn de este tipo de benzotriazoles en
animales marinos [67, 81, 84-86] y pajaros [68], confirmando, por tanto, la incorporacion de
estas sustancias a las cadenas tréficas. Los compuestos encontrados en animales en mayor
numero de ocasiones son el UV-P, el UV-327 y el UV-328. Asimismo, trazas de estos y otros

BUVSs han sido detectadas en atmaésferas interiores [87].

Dadas las circunstancias descritas en los parrafos anteriores, el Estado Japonés decidio
controlar la produccion y el uso del UV-326 y del UV-350, y prohibié el uso del UV-320 [86],
mientras que la Unidn Europea, ademas de controlar el EHMC [16], reguld el UV-P, el UV-326,
el UV-327 y el Tinuvin® 900 (UV-900), estableciendo limites de migracion especifica de 30 mg
Kg! para la suma de los tres primeros y de 1.5 mg Kg* para el Gltimo, en materiales y objetos

plasticos destinados a entrar en contacto con alimentos [88, 89].
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4. FARMACOS ANTIMICOTICOS

4.1. DEFINICION Y USOS

Los farmacos antimicéticos constituyen un amplio grupo de sustancias disefiadas para
combatir infecciones causadas por hongos. Los agentes antifungicos mas extendidos son el
clotrimazol (CTZ), el ketoconazol (KTZ) y el miconazol (MCZ), que se aplican sobre la piel en
forma de cremas, el climbazol (CBZ), que es un ingrediente de algunos champus recetados en
casos de descamacion, y el fluconazol (FCZ), que se administra oralmente y por via intravenosa.
La actividad de estos productos consiste en la inhibicidon de ciertas enzimas que intervienen en
los procesos de reproduccion de los hongos. Recientemente, estos compuestos han despertado
el interés desde el punto de vista analitico y ecotoxicoldgico debido a su potencial impacto
medioambiental [90], sus bajos indices de eliminacion en las STPs y su posible bio-acumulacidn

[91, 92].

4.2. ESTRUCTURA Y PROPIEDADES FiSICO-QUIMICAS

A diferencia de las otras dos familias de ECs estudiadas en esta Tesis, inhibidores de
corrosion y estabilizadores UV, que estan basadas en el benzotriazol, los farmacos antimicoticos
no tienen una estructura comun, aunque la mayoria de ellos si que contiene anillos azdlicos, en
algunos casos triazdlicos y en otros imidazélicos, o grupos alilamina [93, 94]. En esta Tesis se
han estudiado, ademas del CTZ, KTZ, MCZ, CBZ, que son imidazoles, y del FCZ, que es un triazol,
el econazol (ECZ), imidazol, el etaconazol (ETZ), triazol, y la terbinafina (TRB), alilamina. Las

estructuras de todos estos agentes antifliingicos se recogen en la Figura 1.A.4.

Las propiedades fisico-quimicas de los farmacos antimicéticos seleccionados se resumen
en la Tabla II.A.5. Todos ellos son lipofilicos, a excepcidn del FCZ que es polar (log Kow 0.4). En
cuanto a la solubilidad de estos compuestos, la mayor parte de ellos son insolubles o poco
solubles en agua; sin embargo, el FCZ es muy soluble y el ETZ y el CBZ son moderadamente
solubles. Por otro lado, se trata de sustancias de naturaleza basica, con valores de pKa para el
grupo mas basico, situado en el anillo azélico, superiores a 2.6 en el caso de los triazoles (FCZ y
ETZ), de manera que estas sustancias se encuentran en su forma neutra a valores de pH
superiores a 3. Por su parte, los imidazoles son mucho mds bdasicos con valores de pKa

comprendidos entre 5.7 (CBZ) y 6.9 (ECZ y KTZ) permaneciendo en forma neutra a pHs
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superiores a 6 y 7, respectivamente. Ademas, el FCZ posee un hidrégeno acido en el grupo
hidroxilo, con un pKa de 11.0, convirtiéndose, por tanto, en su forma anidnica a valores de pH
superiores a este numero. Al igual que los benzotriazoles y sus derivados fendlicos, los farmacos

antimicéticos son poco volatiles (presién de vapor 5.8 x 107 - 2.8 x 104 Torr).

/

Climbazol (CBZ) /©/§N
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N

> .
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Figura I.A.4. Estructura de los farmacos antimicoticos estudiados
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4.3. TOXICIDAD Y DISTRIBUCION EN EL MEDIO AMBIENTE

Como se ha mencionado anteriormente, la actividad de los farmacos antimicdticos se
centra en la inhibicion de ciertas enzimas, como la aromatasa, que son responsables de la
diferenciacion sexual de animales vertebrados durante estados larvarios y del balance de
hormonas androgénicas y estrogénicas de mamiferos [94-96]. Por tanto, pueden actuar como

disruptores endocrinos en los organismos acuaticos que estan en contacto directo con ellos [97].

La mayor parte de los agentes antimicéticos se aplican directamente sobre la piel, por lo
qgue los procesos de lavado de las zonas del cuerpo bajo tratamiento constituyen la principal
fuente de estas sustancias en el sistema de aguas residuales urbano. Algunos, como el FCZ, se
ingieren en preparados farmacéuticos y tras su excrecidon, de manera conjunta con sus
metabolitos, son vertidos en el agua residual urbana [90, 98]. De este modo, estos productos
llegan a las STPs, donde las aguas son procesadas con el objetivo de eliminar los compuestos
peligrosos antes de descargar los efluentes en aguas superficiales. Los tratamientos
convencionales aplicados en las STPs constan de dos etapas. En primer lugar, los aceites y las
grasas son separados del agua en los clarificadores primarios. A continuacion, el agua es
transferida a través de darsenas de aireacion, donde burbujas de aire y microorganismos son
aplicados, hacia los clarificadores secundarios para que se produzca la degradacién de la materia
orgdnica, a la vez que el lodo secundario, también conocido como bioldgico, sedimenta. El

esquema de este proceso se representa en la Figura Il.A.5.

AGUA AGUA
RESIDUAL TRATADA
A

TANQUE DE CLARIFICADOR
AIREACION FLOCULADOR

Rl o

TRATAMIENTO DE LODOS

Figura Il.LA.5 Esquema del tratamiento convencional aplicado en una STP
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De esta forma, los fdrmacos antimicéticos solubles que no son degradados
completamente llegan a las aguas superficiales, mientras que los mas lipofilicos pueden
sedimentar con la materia particulada [99], pasando a formar parte de los lodos (primario y
bioldgico) que, tras un tratamiento de estabilizacidn, son enterrados, o bien, reutilizados como
parte de preparados fertilizantes en agricultura, ya que contienen materia organica rica en
nutrientes y aumentan la productividad del suelo [92]. Esto explica que el FCZ, que es el agente
antimicético estudiado mas soluble en agua, haya sido detectado a niveles similares en los
influentes (34-109 ng L'!) y en los efluentes (28-83 ng L™%) de las STPs, indicando la resistencia de
este producto a la biodegradacidn [94], y llegando a medirse concentraciones de hasta 9 ng L!
en agua superficial. Mientras que el CTZ, que es uno de los farmacos mas lipofilicos y, por tanto,
con mayor tendencia a adherirse a los sélidos en suspensién [100, 101], aparece practicamente
s6lo en los influentes (12-71 ng L), con concentraciones en los efluentes inferiores a 6 ng L
[94]. Este y otros antimicoticos poco solubles como ECZ, KTZ y MCZ, también han sido
encontrados en lodos de STPs a niveles alarmantemente altos, 190-2547 ng g%, 54-153 ng g},

126-490 ng gl y 240-2069 ng g%, respectivamente [102].

Este mismo efecto se observa si comparamos el CBZ, que es moderadamente soluble en
agua, y el KTZ, que no lo es. Wick et al. [103] midieron las concentraciones de estos dos
compuestos en el influente y el efluente de una STP, asi como en muestras de agua superficial
tomadas en el rio Rin (Koblenz, Alemania) y en los lodos. Mientras el KTZ solamente estaba
presente en el influente (<90 ng L'Y) y en el lodo (328 ng g ), el CBZ se encontraba en el influente
(475-1350 ng L'Y), en el efluente (312-443 ng L), en el agua superficial (47-530 ng L) y también
en el lodo (1160 ng g%).

Los trabajos de Huang et al. [104] también concuerdan con la hipétesis anterior. En sus
investigaciones, cuantificaron cantidades elevadas de CTZ, KTZ y MCZ en los influentes de una
STP (33, 16 y 32 ng L}, respectivamente), cuya concentracién en los efluentes era bastante
menor (8, 2y 3 ng L'}, respectivamente). La explicacidn de esta disminucidn drastica es que estas
sustancias se encontraban presentes a concentraciones realmente altas en los lodos de la misma
STP: 190-1442 ng g'* para CTZ, 194-437 ng g'* para KTZ y 238-1405 ng g* para MCZ. Este ultimo
compuesto también ha sido hallado a concentraciones similares (1100 ng g') en muestras de

lodo en una investigacion paralela [105].
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Por otra parte, algunos estudios preliminares apuntan a que los fdrmacos antimicdticos
son también resistentes a los tratamientos terciarios de cloracién y a los realizados mediante

irradiacion con luz UV, que se estan incorporando gradualmente en algunas STPs [102, 106].

En la Tabla Il.A.6 se recogen las concentraciones maximas medidas en muestras de agua
tomadas antes y después del tratamiento en STPs, asi como en muestras de lodo recogidas en
estas mismas STPs y en aguas superficiales.

Tabla II.LA.6. Concentraciones maximas (ng L) medidas en influente y efluente de STPs y en agua

superficial y concentraciones maximas (ng g) en lodo procedente de STPs
Concentracion maxima

Muestra Pais Afo Influente  Efluente Agu.a. Lodo Ref
STP STP superficial STP
(ng L) (ng L?) (ng L?) (g g?)
CBz STP Rio Rin Alemania 2008 1350 443 530 1160 [103]
STP Horgen Suiza 2007 12 n.d. - - [94]
STP Zirich Suiza 2007 78 n.d. - - [94]
STP .
Mannedorf Suiza 2007 44 n.d. - - [94]
STP Kisnacht Suiza 2007 25 <LOQ - - [94]
STP Meilen Suiza 2007 42 5 - - [94]
STP
Sui 2007 39 <LO - - 94
C1z Wadenswil Y Q [94]
STP Thalwil Suiza 2007 71 6 - - [94]
STP Wetzikon Suiza 2007 43 <LOQ - - [94]
STP Gossau Suiza 2007 30 <LOQ - - [94]
STP Uster Suiza 2007 31 <LOQ - - [94]
STP Cantdn China 2010 33 8 4 1442 [104]
STP China 2012 - - - 2547 [102]
ECz STP Cantdn China 2010 - - - 140 [104]
STP China 2012 - - - 153 [102]
L
-ago Suiza 2007 ; . 1 - [94]
Zirichsee
Lago Suiza 2007 - ; 05 - [94]
Sempachersee
FCz L
ago Suiza 2007 - - 1 - [94]
Hallwilersee
L
ago Suiza 2007 ; . 1 - [94]

Baldeggersee
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Tabla II.A.6 (continuacion). Concentraciones maximas (ng L'1) medidas en influente y efluente de STPs
y en agua superficial y concentraciones maximas (ng g'1) en lodo procedente de STPs

Concentracion maxima

Muestra Pais Afio Influente  Efluente Agu.a. Lodo Ref
STP STP superficial STP
(ngl?)  (ngl?) (ngl?)  (ngg?)

Pféfl;?kgec;see Suiza 2007 i ) 3 . [94]
Greﬁ?j:see Suiza 2007 - ; 9 ; [94]

STP Horgen Suiza 2007 34 28 - - [94]

STP Zurich Suiza 2007 88 83 - - [94]

ManSnT: dorf Suiza 2007 90 52 - - [94]

FCz STP Kisnacht Suiza 2007 61 48 - - [94]
STP Meilen Suiza 2007 46 39 - - [94]
Wéj:er:swil Suiza 2007 39 63 - - [94]

STP Thalwil Suiza 2007 109 35 - - [94]

STP Wetzikon Suiza 2007 42 42 - - [94]

STP Gossau Suiza 2007 32 36 - - [94]

STP Uster Suiza 2007 54 67 = - [94]

STP Rio Rin Alemania 2008 90 - - 328 [103]

KTz STP Cantén China 2010 16 2 1 437 [104]
STP China 2012 - - - 490 [102]

STP Cantdn China 2010 32 3 2 1405 [104]

mcz STP USA 2010 b S = 1100 [105]
STP China 2012 - - - 2069 [102]
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La mayor parte de las técnicas instrumentales de andlisis implican la introduccién de los
compuestos a analizar en fase liquida. Ademas, el andlisis de compuestos orgdnicos a nivel sub-
ppb requiere la aplicacidon de una etapa previa al analisis en la que el nivel de concentracién de
los analitos aumenta de forma controlada, a la vez que se eliminan las interferencias. Por tanto,
la preparacion de muestra es una de las etapas mas importantes dentro del proceso analitico,

incluso cuando se trata de matrices liquidas.

En esta Tesis Doctoral se han optimizado metodologias de preparacion de muestra
basadas en extraccion en fase solida, microextraccion en fase sdlida, microextraccién liquido-
liguido dispersiva y dispersiéon de matriz en fase sdlida para estudios de determinacidn,
distribucion y transformacién de contaminantes emergentes azélicos en muestras de agua y
lodos procedentes de STPs. En esta seccidn se definen los fundamentos de estas metodologias

y se hace una revisién bibliografica de su aplicacion a las sustancias estudiadas.
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1. MUESTRAS LiQUIDAS

Las técnicas para la preparacién de muestras liquidas han evolucionado sustancialmente
desde que se empezé a utilizar la extraccion liquido-liquido hasta la aplicacién de las modernas
técnicas de microextraccion, que han permitido disminuir en gran medida la manipulacién de la
muestra y la utilizacion de disolventes y otro material de laboratorio, haciéndolas mas rapidas
a la vez que mucho mas econdmicas. Sin embargo, la extraccion en fase sdélida continua siendo
la metodologia utilizada por antonomasia, principalmente para la preparacion de muestras de

agua.

1.1. EXTRACCION LiQUIDO-LIQUIDO

La extraccidn liquido-liquido (liquid-liquid extraction, LLE) es la técnica mas tradicional
para extraer compuestos organicos de matrices acuosas. Esta era la metodologia mas utilizada

para preparar este tipo de muestras hasta la aparicion de la extraccion en fase solida (SPE).

Consiste en poner en contacto una fase acuosa (la muestra) y otra organica (el disolvente
extractante) inmiscibles entre si, y aprovechar la diferente solubilidad del analito en cada una
de ellas para transferirlo de la muestra al extractante. Por tanto, la eficacia de esta metodologia
viene dada por el coeficiente de reparto kp, que se define como [A]o/[A]s, donde [Alo y [Ala son
las concentraciones del analito en la fase organica y en la fase acuosa, respectivamente. En
funcién del disolvente empleado, el pH de la muestra y la fuerza idnica de la misma, la eficacia

de la extraccion serda mejor o peor [1].

Los principales motivos por los que la LLE fue sustituida por la SPE son su bajo poder
concentrador y el gran consumo de disolventes orgdnicos, asi como la elevada manipulacion de

la muestra que conlleva.

Cancilla et al. [2] aplicaron LLE para extraer BTri, 5-TTri y XTri de muestras de agua de un
rio cercano a uno de los principales aeropuertos de América del Norte. Para ello, ejecutaron 3
extracciones consecutivas de 25 mL de muestra con 10 mL de cloruro de metileno vy
concentraron el extracto hasta un volumen final de 1 mL. Se desconocen las recuperaciones

obtenidas.
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1.2. EXTRACCION EN FASE SOLIDA

La extraccion en fase sélida (solid-phase extraction, SPE) se ha convertido en la
metodologia estandar para la preparacion de muestras liquidas, principalmente muestras de
agua. Surgid en los afios 70 presentando una serie de ventajas respecto a la anteriormente
descrita LLE, tales como un importante aumento del factor de concentracién, reduccion del
volumen de disolventes organicos requeridos y disminucion de los efectos negativos derivados

de una excesiva manipulacion de la muestra [3].

El principio de la SPE es la diferente adsorcidn de los analitos en una determinada fase
sélida y la capacidad de ser eluidos de la misma mediante la aplicacion de disolventes. De esta
manera, se pueden alcanzar factores de concentracion relativamente grandes vy, si se escogen
cuidadosamente los adsorbentes y disolventes utilizados, una gran selectividad en el

aislamiento de los compuestos de interés.

El proceso de separacion por SPE puede ser entendido de una manera similar al de la
cromatografia de liquidos. En ambos casos, los compuestos son retenidos en mayor o menor
medida por una fase sélida (fase estacionaria) en funcién de la naturaleza de la mismay de los
disolventes utilizados (fase movil) para separar los compuestos presentes en una mezcla. De
hecho, los primeros dispositivos comerciales de SPE que aparecieron consistian en precolumnas
de acero que contenian el adsorbente y se colocaban antes de la columna analitica de
cromatografia de liquidos. Posteriormente, estas columnas on-line fueron sustituidas por
formatos off-line desechables como los discos, y los cartuchos. En los primeros, el proceso se
asemeja a la filtracion, pues el adsorbente se encuentra en el interior de un disco de
politetrafluoroetileno (Teflén) o de fibra de vidrio y la muestra se hace pasar a través de él. En
el caso de los cartuchos, el material adsorbente se encuentra dentro de un tubo, a través del
gue se hace pasar la muestra. La aparicion del formato jeringa con el terminal Luer convirtio

este tipo de dispositivo en el mas extendido debido a la facilidad para su operacion.

69



B. PREPARACION DE MUESTRA

1.2.1. Etapas

En general, la SPE consta de las siguientes etapas, que se describen graficamente en la

Figura ll.B.1 [1]:

70

Acondicionamiento de la fase sélida. Se lava el adsorbente con los disolventes adecuados
para eliminar interferencias y solvatar los grupos funcionales, haciendo que su interaccién
con los elementos de la matriz sea mas eficaz. Normalmente se aplican los disolventes
utilizados en la elucidn de los analitos y, en el caso de muestras acuosas, agua ultrapura.

Este paso es obligatorio en el caso de utilizar adsorbentes basados en silice.

Paso de la muestra. Se hace pasar la muestra a través de la fase sélida, de manera que los
analitos se queden anclados al adsorbente. La velocidad del paso de la muestra no debe
ser demasiado alta, pues el tiempo de contacto de los analitos con la fase sdlida tiene que

ser suficiente para poder establecer las interacciones adsorbente-analito.

Lavado. Esta etapa, que es opcional, consiste en el paso de un disolvente a través del
material adsorbente con la intencidn de eluir compuestos que no son de interés con el

objetivo de eliminar interferencias y reducir la complejidad del extracto final.

Secado. Se seca la fase sélida por medio de vacio o aplicando corriente de nitrégeno con
el fin de eliminar los restos de muestra o de disolvente de lavado y, de esta forma, permitir

la posterior elucion de los analitos con cualquier disolvente.

Elucion de los analitos. Finalmente, el disolvente escogido es aplicado a través del
adsorbente, rompiendo la interaccién existente entre los compuestos de interés y la fase
sélida. Si se escoge cuidadosamente este disolvente se puede conseguir la elucion selectiva

de los analitos mientras las interferencias permanecen ancladas al material adsorbente.
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ACONDICIONAMIENTO PASO DE LA MUESTRA LAVADO ELUCION

DISO|;.EI’.lte de. . Muestra Disolvente Disolvente
acondicionamiento i
- ., delavado - de elucién —
Adsorbente
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D no retenidas D Interferencias D Analitos 7|]

¢ 0 o

Figura 11.B.1 Etapas del procedimiento de extraccion en fase sdlida

1.2.2. Materiales adsorbentes

Junto al disolvente empleado para la elucién de los analitos, el adsorbente es el principal
responsable de una buena eficacia en la extraccion mediante SPE. Por ello, debe elegirse un
material que pueda establecer buenas interacciones con los analitos. Clasicamente estos
materiales estaban basados en éxidos inorganicos, principalmente silice, que pueden estar
enlazados a diferentes grupos funcionales segun el tipo de interaccién que se pretenda
establecer [1]. Mas recientemente se comenzd a sustituir la base de silice por una base
polimérica. También se utiliza carbdn grafitizado, materiales de acceso restringido (RAM) y otros
adsorbentes mas selectivos como los adsorbentes de afinidad o los polimeros impresos

molecularmente (MIP) [4].

= Oxidos inorgénicos. Los més utilizados son la silice, la alimina, el silicato de magnesio
(Florisil), y la tierra de diatomeas. Se trata de materiales polares, por lo que son utiles a la
hora de extraer compuestos polares de muestras organicas, mediante interacciones
dipolares y puentes de hidrogeno. Por este motivo, también pueden ser aplicados para
eliminar interferencias presentes en extractos de muestras que ya han sido procesadas en

una etapa de limpieza o clean-up posterior a la extraccion.

= Silices enlazadas. Consisten en cadenas de silice que forman enlaces silil-éter con
diferentes grupos funcionales. Segun el grupo funcional, pueden establecerse los

siguientes tipos de interacciones [5]:
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. Fase normal. Son interacciones polares tipo dipolo-dipolo o puente de hidrégeno. De
esta manera se extraen compuestos que son mads polares que la matriz en la que se

encuentran. Un ejemplo de este tipo de fase es la cianopropilsilano.

= Fase reversa. Se basa en interacciones de Van der Waals, extrayéndose compuestos
menos polares que la matriz. Por ello, este tipo de materiales se utilizan
principalmente para extraer compuestos organicos de muestras de agua. Los grupos

mas utilizados son el octilsilano (C8) y el octadecilsilano (C18).

= Intercambio idnico. Se establecen interacciones electrostaticas. Para ello, se
funcionalizan las silices con grupos idnicos y se extraen iones de la carga opuesta. Los
grupos intercambiadores catidnicos mas utilizados son el sulfonatos, contenido en
materiales como el (bencenosulfonil) propilsilano (SCX) o el (sulfonil) propilsilano
(PRS), que genera interacciones fuertes, y el carboxilato, presente en materiales
como el (carboxi) metilsilano (CBA), que dan lugar a interacciones mas débiles. Por
otro lado, los intercambiadores anidnicos fuertes mas utilizados son las aminas
cuaternarias, como las incluidas en el (trimetilamino) propilsilano (SAX), y los débiles

las aminas secundarias, presentes en fases como la (dietilamino) propilsilano (DBA).

Adsorbentes poliméricos. A diferencia de las silices enlazadas, la estructura de estos
adsorbentes se basa en polimeros. El mas utilizado es el poliestireno-divinilbenceno (PS-
DVB), que cuenta con una gran superficie especifica de hasta 800 m? g. La principal
ventaja que presentan este tipo de materiales frente a las silices enlazadas es que son
estables en un rango de pH mas amplio, mejoran la retencién de compuestos polares y

evitan la presencia de interferencias silandlicas en los extractos.

A pesar de estas ventajas, el gran auge de la SPE con materiales poliméricos no llegd
hasta que Waters Corporation puso en el mercado el divinilbenceno-N-vinilpirrolidona
(DVB-VP). El gran avance que presenta este polimero es que permite la retencidn tanto de
compuestos polares como apolares presentes en muestras acuosas, haciéndolo util para
una cantidad innumerable de problemas analiticos. Por este motivo, este material, mas

conocido como balance hidrofilico lipofilico (hydrophilic lipophilic balance, HLB), se ha
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convertido en el referente para extracciones de compuestos organicos de muestras de

aguay es, a dia de hoy, el adsorbente mas utilizado en SPE [6].

Posteriormente, basdndose en el HLB aparecieron los adsorbentes de modo mixto,
gue permiten la retencion por fase reversa e intercambio idnico simultdneamente. Estos
materiales son fruto de la funcionalizacion del DVB-VP con grupos cambiadores cationicos
fuertes como el sulfonato, MCX (mixed-mode cation exchange), débiles como el
carboxilato, WCX (mixed-mode weak cation exchange), y con grupos cambiadores
anidnicos fuertes como la amina cuaternaria, MAX (mixed-mode anion exchange), y débiles

como la amina secundaria, WAX (mixed-mode weak anion exchange).

Carbdn grafitizado. Es un adsorbente no especifico que extrae compuestos organicos
polares mediante interacciones hidrofdbicas y m-m. Muchas veces, este tipo de
interacciones son tan intensas que resulta imposible eluir los analitos. Este material

también tiene cierto caracter de cambiador anidnico.

Materiales de acceso restringido (restricted access material, RAM). Hay dos caracteristicas
que permiten la retencién de los analitos en estas fases sdlidas: la primera es el tamafio
del poro del material, sélo las moléculas inferiores a un determinado tamafio pueden
penetrar en ellos, y la segunda es la afinidad por la fase que se encuentra ligada en el
interior de estos poros. La gran ventaja que tienen este tipo de adsorbentes es la
eliminacién de interferencias importantes, como los dcidos humicos, en muestras de agua

residual o las proteinas en el plasma [7].

Adsorbentes de afinidad. En estos adsorbentes, los analitos son retenidos por interacciéon
con anticuerpos, hormonas o enzimas que estan anclados a una fase sdélida. Destacan los
inmunoadsorbentes, cuyo mecanismo de retencién se basa en los sistemas de
reconocimiento natural antigeno-anticuerpo. Esto les confiere una alta selectividad. El
principal inconveniente es que sélo estdn disponibles comercialmente para un ndmero
muy reducido de analitos. Los primeros que aparecieron fueron los correspondientes a

micotoxinas, herbicidas fenilureas e hidrocarburos policiclios aromaticos [4].

Polimeros impresos molecularmente (molecular imprinted polymer, MIP). Al igual que en

el caso de los inmunoadsorbentes, se trata de polimeros que reconocen la estructura
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molecular del analito, por lo que tienen una selectividad muy alta. Para su fabricacién se
utilizan la molécula de analito como plantillay se produce la polimerizacién sobre ella. Una
vez la plantilla se separa del adsorbente, deja un sitio vacante donde se puede retener otra
molécula idéntica. Comparados con los inmunoadsorbentes, son mdas sencillos de
preparar, con el consecuente ahorro econdmico, ademas de ser mas reproducibles y

duraderos [8, 9].

1.2.3. Aplicaciones de SPE a la extraccion de benzotriazoles en muestras de agua

La Tabla II.B.1 resume las principales aplicaciones de SPE a la extraccién de
benzotriazoles en muestras de agua. Como se puede observar, los adsorbentes tipo HLB, como
el Oasis® HLB [10-14] o el Strata® X [15, 16] son los preferidos para este tipo de extracciones. En
muchas de estas aplicaciones se acidifican las muestras antes de proceder a su extraccion,

ajustando el pH a valores de entre 2.5 y 3, Tabla II.B.1.

Carpinteiro et al. [17] compararon la extraccion del BTri, TTri, XTri y 5-CIBTri, ademas de
otros derivados del benzotriazol, en muestras de agua residual con los materiales Oasis® HLB y
Oasis® MAX. Para ello, extrajeron entre 50 y 500 mL de muestra, en este caso a pH 7, eluyendo
los analitos con 5 mL de MeOH/acetona (7:3). Observaron que con el material de modo mixto
MAYX, los acidos humicos quedaban retenidos en el adsorbente tras la elucion de los compuestos
de interés, mientras que con el material HLB estas interferencias coloreadas eluian junto a los
benzotriazoles. Siguiendo esta estrategia obtuvieron recuperaciones de entre 96 y 102%, con
limites de cuantificacion (limit of quantification, LOQ) inferiores a 28 ng L' para los analitos que

también se estudian en esta Tesis.

SPE con material Oasis® HLB es también el método mas usado en las campafias de
muestreo para analisis multiresiduo en las que los benzotriazoles han sido incluidos [18-20]. En
ellas se extraen entre 100 y 500 mL de muestra y la elucion se lleva a cabo con 4-6 mL de metanol
seguido, en ocasiones, de una segunda fraccion de acetato de etilo. En algun caso, la SPE se ha
aplicado conectada on-line con la técnica de determinacién, acoplando directamente el
cartucho extractante a la columna analitica de LC, y pasando la muestra y eluyendo el cartucho

con ayuda del sistema de bombeo del cromatdgrafo [21].

74



Il. INTRODUCCION

Tabla I1.B.1 Determinacion de benzotriazoles en agua mediante SPE

Analitos Muestras Protocolo de extraccion Analisis R (%) Ref
Oasis HLB 60 mg
BTri 50 mL (influente) (Ascz)nds rSan:n: I\S:OH/acetona
5-TTri 100 mL (efluente, " & LC-MS/MS  95-113  [10]
XTri agua superficial) Lavado: 0.5 mL Agua
J P Elucién: 7 mL MeOH/acetona
(6:4)
Oasis HLB 60 mg
. 100 mL (agua )
BT ¢ uperficial) Acond: 6 mLMeOH, 6 mLAgua | - yiove 97.99 1]
TTri H25.3 Elucion: 1.5 mL diclorometano
pH & (3% MeOH)
§f5|ur2rL]t(;r)1fluente, Oasis HLB 60 mg
BTri Acond: 6 mL MeOH, 6 mL Agua
TTri slt?p?er:;il_ci(:ﬁua Elucion: 1.5 mL diclorometano LC-MS/MS 97-99 [12]
0,
oH 2.5-3 (3% MeOH)
BTri
. = Oasis HLB 500 mg
4-TTri 1 L (agua superficial, )
5-TTri  agua potable) Acond: 10mLACN, 10mLMeOH, | ione 75105 [13]
XTri oH 2 10 mL Agua
5CI-BTr Elucién: 7.5 mL MeOH/ACN (1:1)
Strata-X 100 mg
. 200 mL (agua
BTri .. Acond: 10 mL AcOEt, 10 mL
A-TTri squgrfmlal) MeOH, 10 mL Agua GCxGC-MS  66-102 [15]
P Elucién: 10mL AcOEt
Strata-X 100 mg
BTri 200 mL (influente, Acond: 10 mL AcOEt, 10 mL
5-TTri efluente) MeOH, 10 mL Agua GC-MS 78-98 [16]
XTri pH3 Elucién: 10mL hexano/AcOEt
(1:1)
100 mL (influente, Oasis MAX 150 mg
BTri efluente) Acond: 5 mL MeOH, 5 mL Agua
TTri 500 mL (agua Elucién:5 mL MeOH/acetona LC-MS/MS 96-102 (171

superficial)

(7:3)

1.2.4. Aplicaciones de SPE a la extraccion de farmacos antimicoticos en muestras de agua

SPE es también la técnica preferida para la preparacién de muestras de agua en las que

se pretende determinar la presencia de farmacos antimicdticos. En la Tabla 1I.B.2 se resumen

las principales aplicaciones; de manera generalizada, se utilizan los cartuchos Oasis® HLB. Huang

et al. [22] extrajeron CTZ, ECZ, KTZ y MCZ en muestras de agua (100-200 mL) con el pH ajustado

previamente a 3.2 y con un contenido de NaCl de 0.1 mol L. Los analitos fueron eluidos con 4.5

mL de metanol. Las recuperaciones obtenidas fueron superiores al 45% e inferiores al 110% y

los LOQs inferiores a 6 ng L. Afios después, Peng et al. [23] analizaron estos mismos farmacos,
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ademas del FCZ, en muestras de agua aplicando la misma metodologia optimizada por Huang

et al. con unos resultados similares.

Por otro lado, Peschka et al. [24] desarrollaron dos métodos para analizar el CTZ en
muestras de agua: uno mediante GC-MS y otro por LC-MS/MS. La preparacidén de muestra en el
primero de ellos consistio en hacer pasar 1 L de muestra (pH 2) a través de un cartucho Oasis®
HLB y eluir el compuesto con 4.5 mL de acetona, mientras que en el segundo se extrae 1 L de
muestra (pH 3) con un cartucho Strata® X y se eluye con 12 mL de metanol. En ambos casos, los
extractos fueron concentrados antes de su inyeccién. Las recuperaciones fueron superiores al
85% mediante la primera metodologia y al 88% con la segunda, mientras que los LOQs fueron
inferiores a 10 ng L'y a 5 ng L}, respectivamente. Roberts et al. [25] también cuantificaron el
CTZ en muestras de agua usando cartuchos Strata® X. Para ello, ajustaron el pH de la muestra
(2 L) a 3y la pasaron a través del cartucho. Los analitos fueron eluidos con 6 mL de metanol y

concentrados antes de la inyeccion en el instrumento.

La modalidad on-line de la SPE también ha sido aplicada para la determinacion de azoles,

entre los que se encuentran CTZ y FCZ, con cartuchos C18 [26].

Tabla 11.B.2. Determinacién de farmacos antimicéticos en agua mediante SPE

Analitos Muestras Protocolo de extraccion Andlisis R (%) Ref
1L (agua Oasis HLB
superficial, agua Acond: 6 mL hexano, 6 mL
crz subterranea, MeOH, 10 mL agua SRR 85-107  [24]
efluente) pH 2 Elucion: 4.5 mL acetona
sluL ((jfiléiaal agua strata-X 200 mg
cTZ perticial, ag Acond: 6 mL MeOH, 6 mLAgua  LC-MS/MS 8898  [24]
subterrdnea, Elucién: 10 mL MeOH
efluente) pH 3 ’
2 L (agua Strata-X 200 mg
C1Z superficial, Acond: 6 mL MeOH, 6 mL Agua LC-MS/MS - [25]
efluente) pH 3 Elucién: 6 mL MeOH
perticia Acond: 5 mLMeOH, 5 mLagua  LC-MS/MS  34-88  [22]
KTZ 100 mL (influente y Elucién: 4.5 mL MeOH
MCzZ efluente) pH 3.2 T
Eg Oasis HLB
100 mL (influentey ~ Acond: 10 mL AcOEt, 10 mL
Fez efluente) pH 3.2 MeOH, 10 mL Agua LC-MS/MS 41-110 (23]
KTZ Elucion: 10mL AcOEt
MCz ’
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1.3. TECNICAS DE MICROEXTRACCION EN FASE SOLIDA

Las técnicas de microextraccién surgen como alternativas mds rapidas y econdmicas a
LLE y SPE. Otras ventajas que presentan es que permiten alcanzar factores de concentracion aun
mayores que los obtenidos en SPE y reducen la manipulacién de la muestra. La principal
desventaja es que no se consiguen extracciones exhaustivas, es decir, las eficacias de extraccidon
no son suficientemente altas como para cuantificar mediante calibracidn externa. Sin embargo,
cuentan con una buena reproducibilidad, lo que permite realizar andlisis cuantitativos
contrastando las respuestas con curvas de calibrado confeccionadas a partir de extracciones

llevadas a cabo con la propia técnica de microextraccion.

La microextraccién en fase sélida (solid-phase microextraction, SPME) fue la primera
técnica de microextraccion en aparecer. Esta metodologia, que fue introducida por Pawliszyn et
al. en 1989 [27] como versidn miniaturizada de la SPE, consiste en exponer una pequefia fase
sélida, normalmente polimérica, de unos pocos microlitros, a la muestra. De esta manera, los
analitos se reparten entre la fase extractante, la muestra y el espacio de cabeza, que es el
espacio disponible sobre la muestra dentro el recipiente que la contiene. Este espacio de cabeza
recibe una mayor importancia cuando los analitos a extraer son volatiles y es posible extraerlos
simplemente exponiendo la fase sélida en este area, sin necesidad de sumergirla en la muestra.
Por tanto, en el proceso de SPME se consideran tres coeficientes de reparto: fase-muestra Kss =
[A]+/[Als, espacio de cabeza-muestra Kns = [A]n/[Als y fase-espacio de cabeza K = [A]¢/[Aln, donde
[Als, [Als y [Aln son las concentraciones del analito en la fase extractante, en la muestra y en el

espacio de cabeza, respectivamente, en condiciones de equilibrio [28].

1.3.1. Etapas

El procedimiento para llevar a cabo este tipo de microextracciones consta de dos etapas

[29]:

. Extraccidn. Los analitos son extraidos, pasando de la matriz de la muestra a la superficie
de la fase extractante (adsorcion), o bien, a su interior (absorcion). Como se ha
mencionado anteriormente, esto puede conseguirse sumergiendo la fase polimérica en la

muestra o exponiéndola a su espacio de cabeza.
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. Desorcidn. Los analitos son transferidos desde la fase extractante a otro medio susceptible
de ser analizado, como un disolvente organico. Algunos dispositivos extractantes permiten
ademas realizar la desorcién directamente en el inyector de un cromatdgrafo de gases,

mediante la aplicacién de calor.

1.3.2. Dispositivos

El dispositivo mas extendido para efectuar microextracciones en fase sélida es la fibra
capilar de SPME comercializada por Supelco, Figura Il.B.2A. Esta herramienta consiste en una
aguja con las mismas dimensiones que las microjeringas utilizadas en cromatografia de gases.
En el interior de esa aguja se encuentra una fibra de silice recubierta de la fase polimérica
extractante. Este mecanismo consta de un pulsador que permite el deslizamiento de esta fase
hacia fuera con la finalidad de exponerla a la muestra y poder llevar a cabo la extraccion. En la
actualidad existen en el mercado numerosos tipos de fases extractantes, de manera que se
puede seleccionar el material mas adecuado en funcién de la naturaleza de los analitos. Entre
los polimeros apolares mas utilizados destaca el PDMS, mientras que poliacrilato (PA),
polietilenglicol (PEG), DVB y carboxeno (CAR) son los extractantes polares mas comunes. Para
desorber los analitos, se introduce la aguja en el inyector de un cromatdgrafo de gases y se
acciona el pulsador, provocandose la desorcion térmica de las sustancias a analizar. Las fibras
capilares de SPME tienen un precio elevado, pero al ser reutilizables su aplicacion esta muy

extendida, a pesar de los efectos de memoria que se pueden presentar [30].

Otro dispositivo comercial es el Twister® (Figura 11.B.2B), distribuido por Gerstel, que fue
utilizado por primera vez por Baltussen et al. en 1999 [31]. Este mecanismo de extraccion,
conocido genéricamente como extraccidon por sorcidon con barra agitadora (stir-bar sorptive
extraction, SBSE), consiste en una barra agitadora de vidrio recubierta con la fase extractante.
Asi, al agitar la muestra con esta barra se produce la absorcion/adsorcién de los analitos. La
principal desventaja que tiene es la escasa variedad de fases extractantes. Hasta el momento
sblo estan disponibles barras recubiertas con polidimetilsiloxano (PDMS) y con polietilenglicol/

polidimetilsiloxano (PEG/PDMS).

Recientemente se ha desarrollado un nuevo tipo de dispositivos, conocido como

extraccidn con polimeros modificados quimicamente (fabric-phase sorptive extraction, FPSE),
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gue incorpora un gran volumen de adsorbente sobre una pequefia porcién de tela a base de
celulosa, Figura II.B.2C. Esta nueva metodologia permite extracciones mas rapidas, llegando a
alcanzar condiciones de equilibrio en tiempos inferiores a dos horas, a la vez que logra eficacias

de extraccidn superiores a lo esperado para una técnica de microextraccion [32].

Ademas de los dispositivos comerciales mencionados en estos parrafos, también se han
desarrollado métodos analiticos en los que se describen procedimientos de microextraccion en
fase sdélida con materiales extractantes de grado técnico como el PDMS, el polipropileno (PP), la
poliétersulfona (PES) y el Kevlar [33] (Figura 11.B.2D). Estos polimeros estan disponibles en el
mercado en formatos de tubo, cuerda y ldmina [34] y su coste es realmente bajo, 0.05 EUR cm”
1, por lo que pueden considerarse desechables y ser aplicados una sola vez, evitdndose la

aparicidn de efectos de memoria y contaminaciones cruzadas.

Material
extractante

Barra agitadora de

Teflon
Material
extractante
Material
Material extractante
extractante
Iman Barra agitadora de
Teflon
Vidrio

Figura I1.B.2. Principales dispositivos de microextraccién en fase sdlida: A SPME con fibra capilar, B SBSE,
C FPSE, D SPME con material extractante de grado técnico
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Las variables mds importantes que afectan a la SPME son la naturaleza del polimero
extractante utilizado, el tiempo de extraccidn, la temperatura de la muestra, la fuerza iénica de

la mismay su pH [30].

Prieto et al. [33] compararon la capacidad extractante de PES, PDMS, PP y Kevlar para un
grupo de contaminantes organicos de diferente polaridad, log Kow entre -0.07 y 6.88, en
muestras de agua, obteniendo las mejores recuperaciones con PES. Desarrollaron una aplicacion
analitica consistente en extraer durante 5 horas con 1 cm de tubo de PES una muestra de 75
mL, habiendo afiadido un 30% de NaCl para extraer los analitos mas polares, o un 20% de
metanol para los apolares. A continuacién, los tubos de PES se desorben en acetato de etilo y
los extractos se inyectan en un GC-MS. Los limites de cuantificacion alcanzados con esta

metodologia son de entre 0.1 y 85 ng L.

1.3.3. Aplicaciones de SPME a la extraccion de benzotriazoles en muestras de agua

La SPME con fibra ha sido utilizada para la extraccion de BUVSs (UV-P, UV-326, UV-327 y
UV-328) en muestras de agua. El método desarrollado por Carpinteiro et al. [35] consiste en
exponer la fibra de PDMS-DVB al espacio de cabeza de una muestra de 15 mL de agua, con un
15% de cloruro de sodio, a una temperatura de 100 °Cy agitando la muestra durante 30 minutos
con una barra magnética. A continuacién, se desorbe la fibra directamente en el inyector del
GC-MS, utilizado para el analisis de las sustancias extraidas, a una temperatura de 270 °C. Los

LOQs obtenidos con esta metodologia son inferiores a 2 ng L' para todos los compuestos.

Para la preparacion de muestras de agua con el fin de determinar inhibidores de
corrosion benzotriazdlicos en ella hay una aplicacion optimizada por Gilart et al. [36] en la que
extrajeron BTri y otros ECs mediante la modalidad SBSE con Twister®. En este trabajo se
compararon varios recubrimientos, 24 uL de PDMS, 32 uL de PEG/PDMS y 25 uL de PA,
obteniéndose los mejores resultados con PEG/PDMS. En términos de eficacias de extraccion
absolutas, éstas fueron similares con cualquiera de ellos, no superiores al 1%, y los LOQs

alcanzados variaron entre 20y 40 ng L.
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1.4. TECNICAS DE MICROEXTRACCION EN FASE LiQUIDA

De manera andloga a las técnicas de microextraccién en fase sdlida, surgieron técnicas
de microextraccion en fase liquida (liquid-phase microextraction, LPME). En este caso, se trata
de versiones miniaturizadas de LLE, es decir, la fase extractante es liquida. En general, la LPME
consiste en exponer esta fase liquida a la muestra, ya sea en forma de gota suspendida,
dispersion o a través de una membrana. Una vez extraidos los analitos, se inyecta la fase

extractante en el sistema de analisis, evitdndose de esta manera la etapa de desorcion.

1.4.1. Microextraccion con gota suspendida

La microextraccidon con gota suspendida (single-drop microextraction, SDME), descrita
por primera vez en 1996 por Dasgupta et al. [37] y Cantwell et al. [38], es quizas la modalidad
de LPME que mas se asemeja a la SPME con fibra, siendo la principal diferencia el estado de la
fase extractante. Ambos procedimientos pueden llevarse a cabo por inmersién directa o en
espacio de cabeza. En la modalidad de inmersidn directa es indispensable que el disolvente
extractante sea inmiscible con la muestra, mientras que en la espacio de cabeza lo mas
importante es que éste no se volatilice durante la extraccion [39]. Esta metodologia tiene a su
favor su bajo coste y su gran poder de concentracion, y en contra la formacién de emulsiones

entre la muestra y el extractante que provocan la disolucion de la gota [40].

Para evitar este tipo de problemas se desarrollaron posteriormente variantes de SDME
que incorporan el uso de membranas hidrofébicas que contienen el disolvente extractante en
su interior y se exponen de la misma manera a la muestra. Esta metodologia recibe el nombre
de extraccién con disolvente asistida por membrana (membrane assisted solvent extraction,
MASE). La membrana, que suele ser polietileno de baja densidad o polipropileno, cumple la
funcion de difundir los analitos desde la muestra hasta el extractante, al mismo tiempo que
separa ambas fases [41]. Por este motivo, los analitos han de ser capaces de difundir a través
de la membrana, lo que limita en gran medida las aplicaciones de la MASE e implica, en
ocasiones, el aumento de la temperatura de extraccidon [42]. Villaverde de Saa et al. [43]
describieron un procedimiento de este tipo en el que extraen algunos contaminantes
emergentes en muestras de agua alcanzando unos limites de deteccién de entre 0.1y 1.4 ng

L'! con membranas de polietileno y cloroformo como extractante.
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Otra alternativa similar a la anterior es la denominada microextraccién en fase liquida
con fibra hueca (hollow fiber liquid-phase microextraction, HF-LPME), en la que se emplean
membranas con una alta porosidad, de hasta el 70%, como el polipropileno, y un tamafio de
poro de 0.2 um [44]. Inicialmente esta técnica implicaba tres fases: la muestra, la fase aceptora,
situada en el interior de la membrana, y un disolvente, normalmente entre 5y 30 pL, encargado
de trasladar los analitos desde la muestra hasta la fase aceptora que se encuentra impregnada
en los poros de la membrana [45]. Posteriormente, la HF-LPME evoluciond hacia estrategias de
dos fases, en las que el disolvente que esta impregnado en los poros es el mismo que el que

actua como extractante [46].

1.4.2. Microextraccion liquido-liquido dispersiva

La microextraccion liquido-liquido dispersiva (dispersive liquid-liquid microextraction,
DLLME) es otra metodologia fundamentada en los principios de la LPME que fue presentada en
2006 y que ha adquirido un gran protagonismo en los ultimos afos. En esta técnica se favorece
el contacto entre la fase extractante y la muestra mediante una emulsion que se forma gracias
a que el extractante, que es inmiscible en la muestra acuosa, se introduce en ella de manera
muy rdpida, habiendo sido mezclado previamente con un disolvente que es miscible tanto en la
muestra como en el extractante. La emulsion hace que la superficie de la interfase entre la
muestra y el extractante sea muy grande, lo que acelera la transferencia de los analitos. A
continuacion se separan las fases, mediante centrifugacion, y se retira el disolvente extractante

[47].

El volumen de fase extractante utilizado es muy pequefio, entre 5y 200 pL, y el volumen
de la muestra también es relativamente pequefio, entre 5y 20 mL. Los extractantes ideales son
aquellos mas densos que el agua porque permiten una facil separacion de ambas fases en un
tubo cdnico tras la etapa de centrifugado. Asi, se han utilizado disolventes como clorobenceno,
tricloroetano, tetracloruro de carbono y cloroformo. Otros investigadores han usado undecanol,
dodecanol o hexadecano aprovechando la facilidad de separacién que presentan estos
disolventes, una vez la muestra ha sido enfriada ligeramente, pues solidifican rapidamente a
temperatura ambiente [48]. A pesar de esto, disolventes como hexanol, ciclohexano y tolueno,
también han sido aplicados por motivos de afinidad por los analitos, con la desventaja de que

la separacidn de fases no es tan sencilla [49].

82



Il. INTRODUCCION

El dispersante, que se mezcla con el extractante previamente a proceder a la extraccion
de los analitos presentes en la muestra en una proporcién de entre 10:1 y 20:1, debe de ser
miscible con el extractante, pero al mismo tiempo ha de ser miscible con la muestra acuosa; de
otra manera no se formara la emulsion y el contacto del extractante con la muestra no serd
eficaz. Los disolventes dispersantes mas comunes son metanol, acetonitrilo y acetona. El tiempo
necesario para la etapa de contacto de las tres fases suele ser inferior a 2 minutos. Por otra
parte, el tiempo de centrifugado tampoco es demasiado largo, menos de cinco minutos, pues
de lo que trata es de separar el extractante del resto del sistema. Esto hace posible que la DLLME

sea una técnica de preparacion de muestra tan rapida.

1.4.3. Aplicaciones de LPME a la extraccion de benzotriazoles en muestras de agua

Pena et al. [50] optimizaron una metodologia de DLLME para la extraccion de inhibidores
de corrosidn benzotriazdlicos, entre los que se encontraban el BTri, 4-TTri, 5-TTri, XTriy 5-CIBTri,
en muestras de 9 mL de agua. En ella se utilizan 100 pL de tri-n-butilfosfato como disolvente
extractante y 0.5 mL de metanol como dispersante. De esta manera, se obtienen recuperaciones
superiores al 70%. La desventaja del uso de este agente extractante es su incompatibilidad con
LC de fase reversa, por lo que hay que diluir los extractos 10 veces con metanol/agua (3:7) antes

de su inyeccion en el instrumento.

También existe una aplicacion de DLLME para la extraccién de siete BUVSs en muestras
de agua de mar desarrollada por Wang et al. [51]. Esta consiste en introducir en la muestra, a
un pH inferior a 6 y con un 8% de NaCl, una mezcla de 20 pL de 1-dodecanol (extractante) y 400
uL de metanol (dispersante) y agitar 2 minutos. Para a continuacion centrifugar y separar las
fases solidificando el extractante. Las recuperaciones son superiores al 68% y los LOQs

alcanzados en un LC-MS/MS entre 3y 300 ng L.
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2.  MUESTRAS SOLIDAS

A diferencia de los procesos de preparacion de muestra para matrices liquidas, la
evolucién protagonizada por las metodologias de preparacién de muestras sélidas no ha
supuesto una reduccién del coste del proceso, ya que, normalmente, ha ido emparejada a la
aplicacién de nuevas y complejas técnicas instrumentales. El motivo es que, en general, este
tipo de muestras requieren condiciones de extraccién mas drasticas, ya que las interacciones de

los analitos con la matriz son mas importantes.

2.1. EXTRACCION SOLIDO-LIQUIDO

La extraccién sélido-liquido (solid-liquid extraction, SLE) o lixiviacidon es una técnica de
extraccidon de muestras sélidas andloga a la LLE. En este caso, el disolvente extractante se pone
en contacto con una muestra sélida, que suele estar pulverizada para aumentar la superficie de
interaccidn entre el disolvente y la matriz, y se agita mecanicamente. A continuacién se separan
las fases centrifugando o filtrando y, muy a menudo, se evapora el extracto para aumentar el
factor de concentracion del proceso, puesto que se utilizan grandes volimenes de disolvente

extractante.

Este procedimiento evolucioné muy tempranamente a lo que hoy se conoce como
extraccion Soxhlet. En esta versidon de la técnica, la fraccion de extractante en contacto con la
muestra se encuentra a una temperatura elevada y es renovada continuamente con ayuda de
una fuente de calor, un matraz de fondo redondo, un tubo de extraccién con by-pass y un tubo
condensador para hacer reflujo. Para llevarla a cabo se opera en ciclos que permiten obtener
recuperaciones cuantitativas. Por este motivo, esta técnica es considerada como método de
referencia. Otra ventaja que aporta la extraccién Soxhlet respecto a la SLE cldsica es la reduccion

del consumo de disolventes organicos [1].

Mads recientemente se incorpord la aplicacidon de ultrasonidos a la SLE, extraccién asistida
por ultrasonidos (ultrasound assisted extraction, UAE). Esta estrategia acelera el proceso de
difusion de los analitos de la matriz al disolvente extractante, gracias a la formacion y explosién
de pequeias burbujas que generan grandes variaciones de presidon y temperatura a nivel
microscopico. De esta manera, se logra reducir el tiempo de extraccion respecto a la

metodologia Soxhlet.
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2.1.1. Aplicaciones de SLE a la extraccion de BUVSs en muestras de lodo

Diferentes metodologias de SLE han sido utilizadas en varias ocasiones para la
determinacion de BUVSs en muestras medioambientales sélidas. En el método desarrollado por
Zhang et al. [52] se utiliza una mezcla de acetato de etilo y cloruro de metileno para extraer
estos compuestos en 5 g de muestra de sedimento, mientras que en el que optimizaron Reddy
et al. [53] se usa una mezcla de acetonitrilo y hexano para el mismo tipo de muestra. Ambos
procedimientos incluyen una etapa de clean-up para eliminar interferencias presentes en los
extractos de SLE. El primero mediante SPE con silice y el segundo por LLE. Las recuperaciones
que se obtienen mediante los dos métodos son similares, superiores al 82% en el primero y al
90% en el segundo, mientras que los LOQs se encuentran por debajo de 0.33 ng g en el primero

y de 66.6 ng g’ en el segundo.

También se ha aplicado la metodologia Soxhlet para la extraccién de BUVSs en muestras
de lodo [54], sedimento y pescado [55]. Para ello se utilizan mezclas de cloruro de metileno y
hexano para realizar la extraccion y se ejecuta una etapa de SPE con silica sobre los extractos
como clean-up. Las recuperaciones que se obtienen son del rango 110-114%, mientras que los

LOQs son inferiores a 0.5 ng g*.

Otra variante de la SLE, la UAE, ha sido igualmente aplicada a la extraccidn de estos
mismos compuestos en muestras de sedimento [56]. En este caso se utiliza una mezcla de
cloruro de metileno y acetato de etilo para extraer 4 g de muestra vy, al igual que en caso
anterior, se realiza una etapa de SPE sobre el extracto. Utilizando este método pueden obtener

unas recuperaciones superiores al 70% y un LOQs inferiores a 3.3 ng g*.

2.1.2. Aplicaciones de SLE a la extraccion de farmacos antimicéticos en muestras de lodo

La Tabla II.B.3 resume las principales aplicaciones de SLE a la extraccién de farmacos
antimicéticos en muestras de lodo. Como se puede observar, la variante UAE es el
procedimiento mds utilizado. El método desarrollado por Huang et al. [22] para extraer CTZ,
ECZ, KTZ y MCZ consiste en sonicar 0.1 g de muestra con tres fracciones de 4 mL de metanol
(0.1% acido formico) durante 15 minutos, antes de proceder a una etapa de limpieza consistente
en diluir el extracto en agua y aplicarle SPE con material HLB, efectuando la elucién con 4.5 mL

de metanol. Las recuperaciones que se obtienen son del rango 43-83% y los LOQs son inferiores
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a 9 ng gt. Peng et al. [23] aplicaron esta misma metodologia para el analisis de CTZ, ECZ, FCZ,

KTZ y MCZ en la materia particulada, con similares recuperaciones y LOQs.

Paralelamente, Garcia-Valcarcel et al. [57] disefiaron otro proceso de UAE para la
determinacion de varios azoles, entre los que se encontraban CTZ, ECZ, FCZ y KTZ, en muestras
de lodo. El método consiste en efectuar dos extracciones de 15 minutos con 5 mL de metanol
sobre 1 g de muestra, filtrar el extracto y afiadirle 0.1 g de C18 para eliminar interferencias.
Agitar nuevamente y separar las fases. Las recuperaciones obtenidas van del 83 al 88% y los

LOQs son inferiores a 16.5 ng g,

Chen et al. [58, 59] optimizaron un procedimiento de UAE muy similar al descrito en el
parrafo anterior para determinar CBZ, CTZ y MCZ en lodo. En este caso la cantidad de muestra
a extraer es de 0.5 g y el extractante son 10 mL de metanol. La extraccion se extiende durante
15 minutos y, a continuacion, las fases se separan mediante centrifugacion. El extracto se diluye
con agua y se procede al clean-up mediante SPE con cartuchos Oasis® HLB, que se eluyen con
12 mL de acetato de etilo. Las recuperaciones alcanzadas de esta manera son superiores al 80%

y los LOQs inferiores a 0.38 ng g*.

Tabla I1.B.3. Determinacion de farmacos antimicéticos en muestras sélidas mediante UAE

Analitos Muestras Protocolo de extraccion Analisis R (%) Ref
Eg UAE: 3x4 mL MeOH (0.1% acido
KTZ 0.1 glodo férmico), 15 min LC-MS/MS 43-83 [22]
MCZ SPE: HLB, elucién 4.5 mL MeOH
CTZ
ECZ 0.1 & materia UAE: 3x4 mL MeOH (0.1% acido
FCz 'afﬁculada férmico), 15 min LC-MS/MS 41-110 [23]
KTZ P SPE: HLB, elucién 4.5 mL MeOH
MCz
CTZ
ECZ UAE: 2x5 mL MeOH 15 min
FCz 1glodo Clean-up: 0.1 g C18 LC-MS/MS 83-88 [57]
KTZ
A UAE: 10 mL MeOH, 15 min
l\(/:|TcZz O.5glodo or 1118, elucion 12 mL AcOEt LC-MS/MS 80-102 [58]

2.2. TECNICAS INSTRUMENTALES DE EXTRACCION

Dada la dificultad que entrafia la extraccién de muestras sélidas, se desarrollaron

metodologias instrumentales que aumentaron las eficacias de extraccidn, la automatizacién del
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proceso y, por tanto, su reproducibilidad. Las mas importantes son la extraccién con liquidos
presurizados (Figura I1.B.3A), la extraccidon asistida por microondas (Figura 11.B.3B) y la
extraccion con fluidos supercriticos (Figura 11.B.3C). El principal inconveniente de estas técnicas
es la pérdida que se produce en términos de selectividad, lo que implica, en muchas ocasiones,

la aplicacion posterior de etapas de limpieza o clean-up mas selectivas.

=1 MILESTONE

Thermo

SCIENTIFIC

Figura 11.B.3. Instrumentos de extraccion de muestras solidas: A extractor de liquidos presurizados ASE-
Dionex® (Thermo Scientific), B extractor asistido por microondas (Milestone) y C extractor de fluidos
supercriticos (Waters)

2.2.1. Extraccion con liquidos presurizados

La extraccién con liquidos presurizados (pressurized liquid extraction, PLE) consiste en
aumentar la presidn y la temperatura a la que se aplican los disolventes extractantes sobre la
muestra, utilizandose temperaturas de entre 50 y 200 °C y presiones de entre 1500 y 2000 psi.
Por un lado, las altas temperaturas favorecen la difusion de los compuestos y la solubilidad de
estos en el disolvente de extraccién, aumentando la velocidad del proceso, y por el otro, el uso
de presiones elevadas ayuda a la penetracidn del extractante en la muestra y permite trabajar
a temperaturas superiores al punto de ebullicién de los disolventes utilizados [60]. De esta

manera, se facilita la extraccidon de los analitos.
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En general, PLE ofrece extracciones cuantitativas pero no selectivas, ya que las drésticas
condiciones aplicadas favorecen la extraccién de casi cualquier compuesto organico soluble en
los disolventes extractantes utilizados, extrayéndose multitud de sustancias al mismo tiempo.
Por tanto, la principal desventaja de la técnica, ademas del coste de adquisicion del instrumento,
es que suele ser necesario aplicar una etapa de limpieza del extracto, ya sea introduciendo
adsorbentes selectivos debajo de la muestra en la misma celda de extracciéon (on-line) o

aplicando SPE al extracto primario, en una etapa posterior (off-line).

Carpinteiro et al. [61] optimizaron un método de PLE para extraer varios BUVSs en
muestras de polvo obtenidas en atmdsferas interiores. Para ello, mezclaron 0.5 g de polvo, con
1 g de arena y lo colocaron sobre 1 g de silica en una celda de extraccion. El disolvente
extractante consistio en una mezcla de hexano y cloruro de metileno (7:3), que se aplicé a una
temperatura de 90 °Cy una presion de 1500 psi. De esta manera, se consigue recuperar mas del
82% del contenido de los analitos en las muestras, con LOQs inferiores a 10 ng g en todos los

Casos.

PLE también ha sido aplicado para extraer BUVSs en muestras de lodo. Liu et al. [62] y
Ruan et al. [63] utilizaron una mezcla de hexano y cloruro de metileno, obteniendo
recuperaciones superiores al 90% y al 83% y LOQs inferiores a 27.4 ng gl y a 0.77 ng g*,

respectivamente.

2.2.2. Extraccién asistida por microondas

La extraccion asistida por microondas (microwave assisted extraction, MAE) utiliza la
energia producida por radiacién de la region de las microondas para hacer vibrar las moléculas
polares o polarizables, aumentando consecuentemente la temperatura del disolvente
extractante y favoreciendo la migracidon de los analitos desde la muestra [64]. De nuevo, la
principal desventaja es que requiere la adquisicidn de instrumental, a lo que hay que afiadir que
es necesario filtrar el extracto obtenido, pues contiene el sélido de la muestra en suspension
[65]. A su favor podemos decir que el consumo de disolventes es mas reducido que en el caso

de PLE y que se trata de una técnica rapida y reproducible.

Montesdeoca-Esponda et al. [66] llevaron a cabo extracciones de BUVSs, entre los que

se encontraban UV-P, UV-326, UV-327, UV-328 y UV-329, en muestras de lodo y sedimentos
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mediante MAE. El proceso aplicado consiste en introducir en el vial de extraccién 1 g de muestra
junto a 2 mL de acetonitrilo, cerrarlo y exponerlo a 300 W de radiacion de microondas. A
continuacion, se filtra el extracto y se realiza una etapa de limpieza mediante SPE conectada on-
line al LC. Las recuperaciones obtenidas son de entre el 46 y el 87% y los LOQs inferiores a 0.35

ng g para sedimentos y a 0.49 ng g* para lodo.

2.2.3. Extraccion con fluidos supercriticos

En la extraccidn con fluidos supercriticos (supercritical fluid extraction, SFE) el disolvente
extractante se lleva a estado supercritico, de manera que adquiere caracteristicas propias de los
gases, como el alto poder penetrante, manteniendo la capacidad solubilizadora de los liquidos.
El disolvente mas utilizado es el CO2, por su bajo coste y por no ser tdxico ni corrosivo. Ademas
es inerte, de manera que se evitan reacciones quimicas indeseadas que afecten a los analitos.
Por otra parte, se trata de un disolvente poco polar, que facilita la extraccion de compuestos
poco polares y, consecuentemente, dificulta su aplicacién a la extraccidon de sustancias mas

polares [67].

2.3. DISPERSION DE MATRIZ EN FASE SOLIDA

La dispersidon de matriz en fase sdlida (matrix solid-phase dispersion, MSPD) es una
técnica manual robusta que fue introducida por Barker et al. en 1989 [68]. Esta metodologia se
asemeja a PLE en el sentido de que las extracciones se realizan en tubos, en este caso tubos de
jeringa desechables en lugar de celdas, donde se introduce la muestra y se extraen los analitos
al hacer pasar el disolvente extractante a través de ella. La principal diferencia es que no se
ejerce control sobre la temperatura o la presidon de los experimentos, llevandose a cabo las
extracciones en condiciones ambientales. Ademas, MSPD es dificilmente automatizable y
requiere la presencia del operador practicamente en todo momento. Sin embargo, es una
técnica mucho mas asequible que PLE, puesto que no requiere la adquisicién de instrumental y

las cantidades de disolventes y de muestra consumidas son menores.

El fundamento de la MSPD es la destruccidn mecanica de la matriz al dispersarla en un
material adsorbente, con ayuda de un mortero, y la posterior elucion de los analitos con un
disolvente organico que presenta afinidad por los compuestos de interés. Por tanto, la eficacia

y la selectividad del proceso dependen fundamentalmente del dispersante y del disolvente
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escogidos [5]. Una peculiaridad de la MSPD es que, ademas de aplicarse a muestras sdlidas,

también es Util para muestras liquidas o semisélidas como bebidas, geles y emulsiones [3].

2.3.1. Etapas

La MSPD consta de las siguientes etapas, que se representan graficamente en la Figura

11.B.4 [30, 69]:
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Dispersién de la muestra. Con objeto de romper las interacciones analito-matriz, la
muestra se dispersa sobre la superficie de un material sélido, normalmente adsorbente
aunque también pueden usarse soportes inertes, con la ayuda de un mortero de agata,
porcelana o vidrio hasta obtener una mezcla homogénea. Este proceso suele durar unos
pocos minutos. En general, la cantidad de muestra utilizada es relativamente pequefia,
normalmente inferior a 1 g, y la masa de dispersante utilizada es entre 2 y 4 veces mayor
gue la de muestra. Opcionalmente se pueden anadir agentes desecantes, como sulfato

sodico anhidro, que ayudan a eliminar restos de agua que puede haber en las muestras.

Empaquetamiento. El sélido obtenido en la etapa anterior es introducido sin grandes
dificultades en un tubo de jeringa desechable de polipropileno, sobre una frita de este
mismo material y cubierto por otra frita. En lugar de fritas también se puede utilizar lana
de vidrio. Opcionalmente, antes de introducir la muestra dispersada en el tubo, se pueden
afiadir una o varias capas de adsorbentes de clean-up para que retengan las interferencias
presentes en la muestra y eviten su eluciéon junto a los analitos al aplicar el disolvente en
la Ultima etapa; lo que permite obtener extractos mas limpios a partir de muestras
extremadamente complejas. Dada la gran gama de materiales dispersantes y adsorbentes
disponible en el mercado, existe una gran flexibilidad a la hora de disefiar un método de
MSPD, permitiendo el desarrollo de estrategias con una alta selectividad y con

recuperaciones cuantitativas.

Elucién de los analitos. El disolvente de elucion escogido es aplicado a través del tubo,
interaccionando con la muestra dispersada y disolviendo los analitos contenidos en ella,
dando lugar a su elucion. Generalmente, el volumen de eluyente empleado se encuentra
entre 10 y 30 mL. El disolvente puede hacerse pasar por gravedad, o bien, aplicando vacio.

Ademas, existe la posibilidad de fraccionar el proceso de eluciéon en varias etapas,
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aplicandose disolventes diferentes en cada una de ellas y aumentando la selectividad del
proceso. Por ejemplo, puede aplicarse en primer lugar un disolvente que no es afin por los

analitos pero que extrae interferencias y a continuacién el disolvente de elucion.

DISPERSION DE LA MUESTRA EMPAQUETAMIENTO ELUCION

Disolvente

- Muestra »
) de elucion
- Dispersante
A X
Frita
Muestra
&~ dispersada
7'\ Adsorbente/s |
de clean-up r

Frita ‘

Figura 11.B.4. Etapas del procedimiento de MSPD

2.3.2. Materiales dispersantes

En las primeras aplicaciones de la MSPD, Barker et al. utilizaron dispersantes basados en
la silice como el octilsilano (C8) y el octadecilsilano (C18) [70], lo que asemeja en gran medida
el proceso de la MSPD a la cromatografia de liquidos en fase reversa. Las largas cadenas
hidrocarbonadas presentes en la superficie de estos adsorbentes favorecen la destruccién de la
muestra, facilitando el acceso del disolvente hacia los analitos. Posteriormente comenzaron a
utilizarse también materiales no lipofilicos, como la silice, la alimina y el Florisil, con los que se
obtuvieron grandes resultados para la extraccion de analitos mas polares. Esto indica que en la
MSPD no ocurren exclusivamente procesos de particidn, sino también procesos de adsorcion

[71].

Una alternativa mas sencilla a los adsorbentes es la aplicacion de materiales abrasivos
inertes, como la arena, la tierra de diatomeas o el Celite, que son muy utiles para destruir la
matriz y, ademas, resultan mas econdmicos. La desventaja es que estos agentes dispersantes
no ejercen interaccion alguna en el momento de la elucién, por lo que la selectividad del método

gueda muy limitada. En el polo opuesto a estos materiales se encuentran los MIPs [72, 73], que
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permiten aumentar considerablemente la selectividad del proceso de extraccidn. Otro tipo de

material dispersante que se ha comenzado a aplicar recientemente es el grafeno [74].

2.3.3. Procedimientos de clean-up

Como se ha mencionado previamente, con el fin de aumentar la selectividad de las
extracciones por MSPD se pueden introducir coadsorbentes que, aunque no toman partido en
el proceso de dispersion, son Utiles para separar los analitos de sus interferencias [75]. Para ello
se afiade una o mas capas de adsorbentes en la columna de extraccion debajo de la muestra
dispersada. De esta manera, el disolvente se ve forzado a pasar a través de estas capas de
adsorbentes que atrapan algunas de las interferencias proporcionando extractos mas limpios,
una vez ha pasado a través de la muestra. Si de lo que se trata es de evitar la elucidn de
sustancias polares se puede usar silice, alimina o Florisil, en el caso de que las interferencias
sean apolares puede emplearse C18. Otro material utilizado frecuentemente son las aminas
primarias y secundarias enlazadas a silice (PSA), capaces de retener sustancias acidas, como los
acidos grasos o los acidos humicos que suelen estar presentes en las muestras

medioambientales mas complejas, por procesos de cambio idnico.

Otra opcion para purificar los extractos es empaquetar los coadsorbentes en una
segunda jeringa o incluso utilizar un cartucho de SPE en una etapa de clean-up. Se trata de una
forma de operar analoga a la publicada por Spinnel et al. [76] en la que desarrollan un método
de PLE modular en el que la muestra se encuentra contenida en una primera celda de extraccidn
conectada a una segunda celda que porta los coadsorbentes de clean-up. Esto alarga el proceso,
pues una vez terminada la extraccién por MSPD hay que seguir los pasos del protocolo de SPE,
pero aporta una elevada selectividad al resultado final del proceso. Ademas, en el mercado hay
disponible una gran gama de cartuchos de SPE que flexibiliza en gran medida esta etapa,
dotandola de una elevada versatilidad al posibilitar el empleo de diferentes disolventes en las
etapas de extraccion y clean-up. El proceso de MSPD-SPE puede abordarse desde dos puntos de
vista, segun se busque la retencion de los analitos en el adsorbente de SPE, para su posterior
recuperacion, o la retencién de las interferencias, dejando pasar el extracto con los analitos a

través del cartucho [3].
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2.3.4. Aplicaciones de MSPD a la extraccion de BUVSs en muestras medioambientales

Carpinteiro et al. [77] optimizaron un procedimiento de MSPD aplicado a la extraccidn
de BUVSs en muestras de sedimentos. En primer lugar se mezclan 0.5 g de muestra con la misma
cantidad de sulfato sddico anhidro, para eliminar los restos de agua, y se hace una dispersion
con 1 g de tierra de diatomeas durante 5 minutos. El sélido resultante de la dispersion se
transfiere al interior de una jeringa y se procede a eluir los analitos con 5 mL de cloruro de
metileno, haciendo pasar el extracto por una capa de 0.5 g de silice (desactivada al 10%), que
se sitla también dentro de la jeringa justo debajo de la muestra. El extracto obtenido se
concentra a un volumen final de 1 mL en isooctano antes de su inyeccidn en el instrumento

analitico. Las recuperaciones obtenidas fueron superiores al 78%.

93



B. PREPARACION DE MUESTRA

3.

(1]

(2]

(3]

(4]

(5]

(6]

(7]
(8]

(9]

(10]
(11]

(12]

(13]

(14]

(15]
(16]

94

BIBLIOGRAFIA

R. Cela, R.A. Lorenzo, M.C. Casais, Técnicas de Separaciéon en Quimica Analitica,
Sintesis, Madrid, 2002.

D.A. Cancilla, J. Martinez, G.C. van Aggelen, Environmental Science and Technology 32
(1998) 3834-3835.

J.B. Quintana, M. Ramil, R. Rodil, I. Rodriguez, R. Cela, New Sample Preparation
Strategies for Analytical Determinations, in: Encyclopedia of Analytical Chemistry,
Wiley, New Jersey, 2006-2014.

C.F. Poole, Trends in Analytical Chemistry 22 (2003) 362-373.

N.J.K. Simpson, Solid-Phase Extraction: Principles, Techniques, and Applications, Taylor
& Francis, London, 2000.

E.M. Thurman, S. Mills, Solid-Phase Extraction: Principles and Practice, Wiley, New
Jersey, 1998.

M.-C. Hennion, Journal of Chromatography A 856 (1999) 3-54.

F. Augusto, E. Carasek, R.G.C. Silva, S.R. Rivellino, A.D. Batista, E. Martendal, Journal of
Chromatography A 1217 (2010) 2533-2542.

A. Beltrdn, F. Borrull, R.M. Marcé, P.A.G. Cormack, Trends in Analytical Chemistry 29
(2010) 1363-1375.

S. Weiss, T. Reemtsma, Analytical Chemistry 77 (2005) 7415-7420.

W. Giger, C. Schaffner, H.P. Kohler, Environmental Science and Technology 40 (2006)
7186-7192.

D. Voutsa, P. Hartmann, C. Schaffner, W. Giger, Environmental Science and Pollution
Research International 13 (2006) 333-341.

J.A. van Leerdam, A.C. Hogenboom, M.M.E. van der Kooi, P. de Voogt, International
Journal of Mass Spectrometry 282 (2009) 99-107.

A.G. Asimakopoulos, A.A. Bletsou, Q. Wu, N.S. Thomaidis, K. Kannan, Analytical
Chemistry 85 (2013) 441-448.

V. Matamoros, E. Jover, J.M. Bayona, Analytical Chemistry 82 (2010) 699-706.

C. Dominguez, C. Reyes-Contreras, J.M. Bayona, Journal of Chromatography A 1230
(2012) 117-122.



Il. INTRODUCCION

(17]

(18]

[19]

[20]

[21]

[22]
(23]

(24]

[25]
(26]

(27]

(28]

[29]

(30]

(31]

(32]

(33]

(34]

I. Carpinteiro, B. Abuin, M. Ramil, I. Rodriguez, R. Cela, Analytical and Bioanalytical
Chemistry 402 (2012) 2471-2478.

R. Loos, B.M. Gawlik, G. Locoro, E. Rimaviciute, S. Contini, G. Bidoglio, Environmental
Pollution 157 (2009) 561-568.

R. Loos, G. Locoro, S. Comero, S. Contini, D. Schwesig, F. Werres, P. Balsaa, O. Gans, S.
Weiss, L. Blaha, M. Bolchi, B.M. Gawlik, Water Research 44 (2010) 4115-4126.

K. Nodler, T. Licha, K. Bester, M. Sauter, Journal of Chromatography A 1217 (2010)
6511-6521.

S. Huntscha, H.P. Singer, C.S. McArdell, C.E. Frank, J. Hollender, Journal of
Chromatography A 1268 (2012) 74-83.

Q. Huang, Y. Yu, C. Tang, X. Peng, Journal of Chromatography A 1217 (2010) 3481-3488.
X. Peng, Q. Huang, K. Zhang, Y. Yu, Z. Wang, C. Wang, Science of The Total Environment
426 (2012) 311-317.

M. Peschka, P. Roberts, T. Knepper, Analytical and Bioanalytical Chemistry 389 (2007)
959-968.

P.H. Roberts, K.V. Thomas, Science of The Total Environment 356 (2006) 143-153.

M. Kahle, I.J. Buerge, A. Hauser, M.D. Muller, T. Poiger, Environmental Science and
Technology 42 (2008) 7193-7200.

R.P. Belardi, J.B. Pawliszyn, Water Pollution Research Journal of Canada 24 (1989) 179-
191.

J. Pawliszyn, Solid Phase Microextraction: Theory and Practice, Wiley, New lersey,
1997.

J. Pawliszyn, H.L. Lord, Handbook of Sample Preparation, Wiley, New Jersey, 2012.

C. Camara, C.P. Conde, Analisis Quimico de Trazas, Sintesis, Madrid, 2011.

E. Baltussen, P. Sandra, F. David, C. Cramers, Journal of Microcolumn Separations 11
(1999) 737-747.

I. Racamonde, R. Rodil, J.B. Quintana, B.J. Sieira, A. Kabir, K.G. Furton, R. Cela, Analytica
Chimica Acta 865 (2015) 22-30.

A. Prieto, R. Rodlil, J.B. Quintana, |. Rodriguez, R. Cela, M. Mdder, Analytica Chimica Acta
716 (2012) 119-127.

M. van Pinxteren, A. Paschke, P. Popp, Journal of Chromatography A 1217 (2010) 2589-
2598.

95



B. PREPARACION DE MUESTRA

(35]

(36]

(37]

(38]

(39]

(40]

[41]

[42]

(43]

(44]

(45]

(46]

(47]

(48]

[49]

[50]

[51]

[52]

[53]

96

I. Carpinteiro, B. Abuin, |. Rodriguez, R. Cela, M. Ramil, Analytical and Bioanalytical
Chemistry 397 (2010) 829-839.

N. Gilart, N. Miralles, R.M. Marcé, F. Borrull, N. Fontanals, Analytica Chimica Acta 774
(2013) 51-60.

H. Liu, P.K. Dasgupta, Analytical Chemistry 68 (1996) 1817-1821.

M.A. Jeannot, F.F. Cantwell, Analytical Chemistry 68 (1996) 2236-2240.

A. Sarafraz-Yazdi, A. Amiri, Trends in Analytical Chemistry 29 (2010) 1-14.

J. Quintana, |. Rodriguez, Analytical and Bioanalytical Chemistry 384 (2006) 1447-1461.
T. Barri, J.A. Jonsson, Journal of Chromatography A 1186 (2008) 16-38.

L. Chimuka, M. Michel, E. Cukrowska, B. Buszewski, Journal of Separation Science 32
(2009) 1043-1050.

E. Villaverde-de-Saa, |. Gonzalez-Marifio, J. Quintana, R. Rodil, I. Rodriguez, R. Cela,
Analytical and Bioanalytical Chemistry 397 (2010) 2559-2568.

S. Pedersen-Bjergaard, K.E. Rasmussen, Journal of Chromatography A 1184 (2008) 132-
142.

S. Pedersen-Bjergaard, K.E. Rasmussen, Analytical Chemistry 71 (1999) 2650-2656.

G. Shen, H.K. Lee, Analytical Chemistry 74 (2002) 648-654.

M. Rezaee, Y. Assadi, M.-R. Milani Hosseini, E. Aghaee, F. Ahmadi, S. Berijani, Journal
of Chromatography A 1116 (2006) 1-9.

T. Rodriguez-Cabo, I. Rodriguez, M. Ramil, R. Cela, Journal of Chromatography A 1218
(2011) 6603-6611.

M.A. Farajzadeh, S.E. Seyedi, M.S. Shalamzari, M. Bamorowat, Journal of Separation
Science 32 (2009) 3191-3200.

M.T. Pena, X. Vecino-Bello, M.C. Casais, M.C. Mejuto, R. Cela, Analytical and
Bioanalytical Chemistry 402 (2012) 1679-1695.

J. Wang, H. Zhang, J. Chen, L. Zhang, Chinese Journal of Chromatography 32 (2014) 913-
918.

Z. Zhang, N. Ren, Y.-F. Li, T. Kunisue, D. Gao, K. Kannan, Environmental Science and
Technology 45 (2011) 3909-3916.

C.M. Reddy, J.G. Quinn, J.W. King, Environmental Science and Technology 34 (2000)
973-979.



Il. INTRODUCCION

(54]

(55]

(56]

(57]

(58]

(59]

(60]

(61]

(62]

(63]

(64]

(65]

(66]

(67]

(68]
(69]

[70]
(71]

[72]
(73]

H. Nakata, R. Shinohara, Interdisciplinary Studies on Environmental Chemistry 4 (2010)
51-59.

H. Nakata, S. Murata, J. Filatreau, Environmental Science and Technology 43 (2009)
6920-6926.

Y. Kameda, K. Kimura, M. Miyazaki, Environmental Pollution 159 (2011) 1570-1576.
A.l. Garcia-Valcarcel, J.L. Tadeo, Journal of Separation Science 34 (2011) 1228-1235.
Z.-F. Chen, G.-G. Ying, Y.-B. Ma, H.-). Lai, F. Chen, C.-G. Pan, Science of The Total
Environment 452-453 (2013) 377-383.

Z.-F. Chen, G.-G. Ying, Y.-B. Ma, H.-J. Lai, F. Chen, C.-G. Pan, Journal of Agricultural and
Food Chemistry 61 (2013) 6198-6206.

J.L.L. Garcia, D.L. de Castro, Acceleration and Automation of Solid Sample Treatment,
Elsevier, Amsterdam, 2002.

I. Carpinteiro, B. Abuin, I. Rodriguez, M. Ramil, R. Cela, Journal of Chromatography A
1217 (2010) 3729-3735.

Y.S. Liu, G.G. Ying, A. Shareef, R.S. Kookana, Journal of Chromatography A 1218 (2011)
5328-5335.

T. Ruan, R. Liu, Q. Fu, T. Wang, Y. Wang, S. Song, P. Wang, M. Teng, G. lJiang,
Environmental Science and Technology 46 (2012) 2071-2079.

C. Cadmara, P.F. Hernando, Toma y Tratamiento de Muestras, Sintesis, Madrid, 2002.
K. Ridgway, S.P.D. Lalljie, R.M. Smith, Journal of Chromatography A 1153 (2007) 36-53.
S. Montesdeoca-Esponda, Z. Sosa-Ferrera, J.J. Santana-Rodriguez, Journal of
Separation Science 36 (2013) 781-788.

M.D. Luque de Castro, V. Cases, Extraccion con Fluidos Supercriticos en el Proceso
Analitico, Reverté, Barcelona, 1993.

S.A. Barker, A.R. Long, C.R. Short, Journal of Chromatography A 475 (1989) 353-361.
A.L. Capriotti, C. Cavaliere, P. Giansanti, R. Gubbiotti, R. Samperi, A. Lagana, Journal of
Chromatography A 1217 (2010) 2521-2532.

S.A. Barker, Journal of Chromatography A 885 (2000) 115-127.

M. Garcia-Lépez, P. Canosa, |. Rodriguez, Analytical and Bioanalytical Chemistry 391
(2008) 963-974.

F. Qiao, H. Sun, Journal of Pharmaceutical and Biomedical Analysis 53 (2010) 795-798.
T. Wang, J. Tong, M. Sun, L. Chen, Journal of Separation Science 34 (2011) 1886-1892.

97



B. PREPARACION DE MUESTRA

[74]

[75]

[76]
[77]

98

Q. Liu, J. Shi, J. Sun, T. Wang, L. Zeng, N. Zhu, G. Jiang, Analytica Chimica Acta 708 (2011)
61-68.

E.M. Kristenson, U.A.T. Brinkman, L. Ramos, Trends in Analytical Chemistry 25 (2006)
96-111.

E. Spinnel, P. Haglund, LC GC North America 28 (2010) 544-552.

I. Carpinteiro, B. Abuin, M. Ramil, I. Rodriguez, R. Cela, Analytical and Bioanalytical
Chemistry 402 (2012) 519-527.



1. C. ANALISIS






Il. INTRODUCCION

La técnica de andlisis instrumental mds aplicada para la determinaciéon de contaminantes
emergentes es la espectrometria de masas. El motivo principal es la gran cantidad de
informacién que ofrece: relaciones isotdpicas entre atomos, composicion elemental de las

muestras, estructura molecular y concentracién de las sustancias presentes en las muestras [1].

Ademas, con el fin de aumentar la selectividad del analisis por espectrometria de masas,
hace décadas que se aplican técnicas de separacidn on-line como la cromatografia de gases, la
cromatografia de liquidos y la electroforesis capilar, acopladas a la fuente de ionizacién de los
espectrémetros de masas. De esta manera, se afiade una dimensién adicional al proceso
analitico, que permite separar los componentes de una muestra compleja para poder

identificarlos y cuantificarlos por separado.

En funcion del tipo de interaccién que se da entre el soluto y la fase estacionaria, las
técnicas cromatograficas pueden clasificarse en cromatografia de adsorcidn, de particién, de
intercambio idnico, de exclusion molecular o de afinidad. En esta Tesis nos centramos en la

cromatografia de particidn, que es la que mds aplicaciones analiticas tiene.

En la cromatografia de particion los componentes de una muestra interaccionan con dos
fases: una estatica, denominada fase estacionaria, y otra dinamica, conocida como fase mavil.
Asi, el principio en el que se fundamentan estas separaciones es la diferente afinidad de las
sustancias por una u otra fase. La fase estacionaria se dispone en el interior de un tubo y la fase
movil fluye a través de él arrastrando a la muestra o, en su caso, al extracto. Las sustancias mas
afines a la fase estacionaria interaccionaran mas fuertemente con ella y tendran tiempos de
retencion mas largos, mientras que los compuestos menos afines tienden a abandonar el tubo
mas rapidamente. En funcién de la naturaleza de la fase movil, la cromatografia se clasifica en
cromatografia de gases, en la que la fase movil es un gas, y cromatografia de liquidos, cuya fase

movil es un liquido.

La calidad de las separaciones cromatograficas viene dada por dos factores: la diferencia
entre los tiempos de retencion de los picos cromatograficos, cuanto mayor es esta diferencia
mejor es la separacidn, y la anchura de los mismos, cuanto menor es esta anchura mejor es la
separacion. El parametro de calidad que mide el efecto de estos dos factores para dos picos
cromatograficos consecutivos es la resolucién (Rs), que se define como la fraccion entre la

diferencia de los tiempos de retencidon de ambos picos y la anchura media de los mismos [2], tal
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y como se define en la Ecuacion 11.C.1, donde tret1 y tret2 SON los tiempos de retencién de los picos

1y 2, respectivamente, y w1y w2 es el ancho de cada uno de ellos.

tretz—tret1

T (Ecuacion 11.C.1)
§(W1+W2

Factor de resolucion (Rs) =
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1. ESPECTROMETRIA DE MASAS

Como se ha mencionado anteriormente, la espectrometria de masas (mass
spectrometry, MS) es la técnica instrumental mas utilizada para el analisis de contaminantes
emergentes. Esta afirmacidn puede extenderse a otro tipo de compuestos organicos generados
en procesos bioquimicos, como la proteémica y la metabolémica. MS también es util para el
analisis de sustancias inorganicas e, incluso, para la determinacion de cinéticas de reaccion y

parametros termodinamicos.

El principio en el que se basa MS es la separacion de los iones de distinta relacion
masa/carga (m/z). Esta separacion puede basarse en el momento inducido al someter los iones
a un campo magnético, como ocurre en el analizador de sector magnético, en la estabilidad de
trayectorias de movimiento creadas por diferencias de potencial y radiofrecuencias en un
cuadrupolo, en la frecuencia de resonancia de cada ion en una trampa de iones o en un
analizador de resonancia de ion ciclotrdn, o en la diferente velocidad que adquieren los iones al
aplicar un determinado potencial sobre los mismos, como se hace en el analizador de tiempo

de vuelo [3].

1.1. ANALIZADOR

La parte central de los espectrémetros de masas es el analizador de masas, que es el
elemento responsable de llevar a cabo la separacion de los iones mediante uno de los principios
mencionados en el parrafo anterior. Los analizadores de masa mas populares son el cuadrupolo
y la trampa de iones. Una vez los iones han sido separados, éstos impactan en el detector que

genera una corriente eléctrica proporcional a su abundancia.

1.1.1. Cuadrupolo

El analizador cuadrupolar (quadrupole, Q) [4] consiste en cuatro electrodos cilindricos
situados paralelamente y enfrentados dos a dos, de manera que en el centro queda una regién
hiperbdlica por donde pasan los iones, Figura Il.C.1A. A los electrodos se les aplica una
diferencia de potencial y una radiofrecuencia, que inducen desviaciones en la trayectoria lineal
de los iones que pasan por su interior, en funcion de su relacion masa/carga (m/z). Asi, para

cada combinacién de valores de diferencia de potencial y radiofrecuencia sélo los iones de una

103



C. ANALISIS

m/z concreta son capaces de pasar entre los cuatro electrodos sin colisionar con ninguno de
ellos. Por tanto, el cuadrupolo es un analizador de escaneo que hace un barrido de potenciales

provocando que, en un momento dado, sélo los iones de una determinada m/z sean detectados.

El cuadrupolo también puede operar en modo de monitorizacién de ion seleccionado
(selected-ion monitoring, SIM) en el que solamente se mide uno o varios iones caracteristicos
de los analitos a determinar con la consecuente ganancia exponencial en la respuesta obtenida

para estos iones.

1.1.2. Trampa de iones

Al igual que los cuadrupolos, las trampas de iones (ion trap, IT) son analizadores de
escaneo, con la diferencia de que aplican un campo de radiofrecuencia cuadrupolar para hacer
oscilar los iones en su interior a una determinada frecuencia de resonancia e irlos extrayendo

hacia el detector en funcién de su m/z [5].

Estructuralmente, las ITs pueden tener la forma de un cuadrupolo que ha sido doblado
sobre si mismo, caso de las trampas tridimensionales (Figura II.C.1B), o la apariencia de un
cuadrupolo normal al que se le han afiadido lentes de iones en cada extremo que permiten
atrapar los iones en su interior, caso de las trampas lineales. Una vez los iones han sido
acelerados, son extraidos radialmente hacia los detectores a través del espacio disponible entre

los electrodos. [6].

El analizador Orbitrap [7] es otro tipo de trampa de iones que ha experimentado una
extraordinaria evolucién en los ultimos afios. La gran diferencia que presenta respecto a las
otras ITs es que la naturaleza de la fuerza aplicada en su interior es electrostatica y se aplica
entre un electrodo externo, con forma de barril, y uno central, con forma de huso. Ademas

utiliza la transformada de Fourier para adquirir datos mas rapidamente.

1.1.3. Analizador de tiempo de vuelo

Al contrario que los cuadrupolos y las trampas de iones, el analizador de tiempo de vuelo
(time-of-flight, TOF) [8] no es un analizador de escaneo, sino que analiza todos los iones juntos
y al mismo tiempo, Figura II.C.1C. Para ello, en este tipo de instrumentos se aplica un pulso de

potencial, de entre 103 y 10* V, sobre los iones que van llegando al acelerador, para que cada
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uno de ellos adquiera una velocidad de desplazamiento inversamente proporcional a su m/z y
puedan ser detectados en cascada. El movimiento de los iones se produce en el interior de un
tubo sometido a alto vacio que recibe el nombre de tubo de vuelo. El grupo de iones acelerados
en cada pulso es denominado transient y todos los iones contenidos en él son analizados juntos

al llegar al detector de manera consecutiva.

A partir de la década de los 90, los TOF experimentaron una evolucién importante al
incorporar el acelerador ortogonal, que aplica el pulso de potencial perpendicularmente a la
direccién del movimiento de los iones procedentes de la fuente. Otro adelanto notorio es el
reflectron, que consiste en unos anillos que frenan los iones hasta que son expelidos en sentido
contrario, aumentando drasticamente su capacidad para diferenciar iones con m/z muy
parecidas. Ambos avances le confieren a estos analizadores un gran poder resolutivo y una
elevada exactitud de masas, dandoles la capacidad de establecer férmulas empiricas para
cualquier compuesto que haya sido detectado por el sistema. Asi es posible evaluar la presencia
de compuestos no preseleccionados en la muestra analizada, una vez el andlisis ha finalizado

(post-target analysis).

Reflectron
_XT’
¥ ——— Electrodo /‘

Electrodo

Acelerador ortogonal

Figura II.C.1. Analizadores de masas: A analizador cuadrupolar, B trampa de iones, C analizador de
tiempo de vuelo

1.2. PARAMETROS DE CALIDAD

Los pardmetros de calidad de un espectrémetro de masas recaen principalmente en el
tipo de analizador instalado en el instrumento. Algunos de los mds importantes son el rango de

adquisicién, que es el rango de m/z de los iones que se miden, la velocidad de analisis a la que
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el analizador puede adquirir en un determinado rango de masas, el ciclo de trabajo, la

sensibilidad, la resolucidn y la exactitud de masas [3].

1.2.1. Ciclo de trabajo

El ciclo de trabajo (duty cycle) es la fraccién de iones analizados respecto al nUmero total
de iones generados por una fuente continua. En un cuadrupolo simple el tiempo perdido entre
escaneos es muy pequeiio, por lo que operando en modo SIM, el ciclo de trabajo de este
instrumento se aproxima al 100%. En modo scan este valor se ve reducido drasticamente,
dependiendo principalmente del rango de adquisicidn. Por su parte, la trampa de iones recoge
iones en lotes, por lo que pierde una parte importante de los mismos, disminuyendo su ciclo de
trabajo hasta valores en torno al 75%. El analizador utilizado en la mayor parte de los trabajos
realizados en esta Tesis es el TOF, que tiene un ciclo de trabajo realmente bajo que raramente
supera el 30%; no obstante, superior al que ofrecen los cuadrupolos convencionales en modo

scan.

1.2.2. Sensibilidad

La sensibilidad se define como la variacidn en la corriente idnica que genera un cambio
en la cantidad de analito en la fuente de ionizacidn. Por tanto, la sensibilidad depende
principalmente de la transmisién de iones entre cada una de las partes del instrumento, de su

ciclo de trabajo y de la eficacia del detector.

1.2.3. Resolucién

La resolucidén es la capacidad de distinguir la sefial procedente de dos iones con
relaciones m/z préximas entre si. Este parametro se calcula como la fraccién entre la m/z del
iony el ancho de su sefial a media altura (full width at half maximum, FWHM) [9]. Normalmente,
un factor de resolucién de 10000 ejerce de frontera entre la baja y la alta resolucién. El
analizador de resonancia de ion ciclotrén, TOF y Orbitrap son los equipos que actualmente

pueden adquirir a alta resolucién, ademas de los sistemas de doble enfoque.
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1.2.4. Exactitud de masas

La exactitud de masas contrasta la m/z medida por el instrumento con la m/z tedrica
correspondiente a un determinado ion. El error de masas en partes por millén (ppm) se calcula
segun la Ecuacion 11.C.2, donde m/zex es la m/z medida por el instrumento y m/zteo es la m/z
correspondiente al ion medido.

m/Zexp—M/Zteo

m/Zteo

Error (ppm) = X 10° (Ecuacién 11.C.2)

La identificacién de sustancias mediante la elucidacién de su férmula empirica y los
analisis de composicidén elemental requieren una alta exactitud de masas a la vez que niveles de
resolucién medio-alto. Por tanto, para ese tipo de estudios, disponer de un analizador de alta
resolucién, como el TOF o el Orbitrap, es indispensable. Con este tipo de sistemas, que ademas
presentan una gran sensibilidad, se puede evaluar la presencia de especies quimicas no
seleccionadas originalmente como analitos, una vez que el andlisis ha finalizado (post-target
analysis). Este tipo de estrategia ha sido seguida en varios de los trabajos llevados a cabo en la
presente Tesis para identificar sustancias adicionales que estaban presentes en las muestras
analizadas, pero que no habian sido valoradas durante las etapas de optimizacién de los
procesos de preparacion de muestra y determinacion. Evidentemente, la deteccidn post-target
implica disponer de los registros correspondientes a los diferentes iones que se generan en la

fuente para estos otros compuestos.

1.3. ESPECTROMETRIA DE MASAS EN TANDEM

La espectrometria de masas en tandem (MS/MS) consiste en la seleccion de uno o varios
iones mayoritarios, generados a partir de un analito en la fuente de iones, seguido de su
aislamiento para, a continuacion, fragmentarlos y proceder al andlisis de los fragmentos
originados. Este tipo de aplicaciones aportan informacidén estructural acerca de los compuestos
detectados y se utilizan para proponer férmulas moleculares a partir de formulas empiricas
obtenidas en instrumentos de masas exactas, o bien, para discriminar especies no resueltas en

la separacién cromatografica que se identifican con m/z del ion precursor en comun [10].
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1.3.1. Triple cuadrupolo

El instrumento de MS/MS mas extendido es el triple cuadrupolo (triple quadrupole,
QgQ), cuyo esquema se presenta en la Figura II.C.2. En este sistema, el primer y tercer
cuadrupolos actuan como analizadores de masas, mientras el segundo cuadrupolo es en
realidad una celda de colisidon que contiene un gas inerte, normalmente argdn o nitrégeno, que
choca con los iones a la vez que se aplica una energia que ronda los 20 eV para provocar la
fragmentacion de los mismos, Figura 1I.C.2. Este fendmeno se conoce como fragmentacion
inducida por colisién (collision-induced dissociation, CID). Al tratarse de analizadores
cuadrupolares, cada uno de ellos puede actuar en modo SIM o scan. Esto permite operar en
modo escaneo de iones producto (product ion scan), si el primer cuadrupolo funciona en modo
SIM vy el tercero en scan, o en escaneo de iones precursor (precursor ion scan), en caso de
trabajar con la configuracién opuesta. También se puede aplicar scan en ambos cuadrupolos, lo
que recibe el nombre de escaneo de pérdida de fragmento neutro (neutral loss scan) o con los
dos cuadrupolos en modo SIM, monitorizacién de reaccion seleccionada (selected-reaction
monitoring, SRM) que maximiza la relacion sefial/ruido al eliminar completamente las

interferencias.

Celda de colisién

Cuadrupolo 1

Figura II.C.2. Sistema triple cuadrupolo (Bruker)
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1.3.2. Cuadrupolo-tiempo de vuelo

El sistema hibrido cuadrupolo-tiempo de vuelo (QTOF), que ha sido el utilizado en la
mayoria de los desarrollos descritos en esta Tesis, consiste en un primer analizador cuadrupolar
seguido de una celda de colisién, como la mencionada en el parrafo anterior, conectada a un

tubo de vuelo, Figura I1.C.3.

N . .
~ Analizador de tiempo
"' de vuelo

—
—
|

—

Celda colision
CuadrupoloTT 2,

Agilent Technologies —f=| || =—

Figura 11.C.3. Sistema cuadrupolo tiempo de vuelo (Agilent Technologies)

Este tipo de instrumento combina la capacidad de seleccidn y transmision de iones tipico
de los cuadrupolos, con el poder de andlisis simultaneo de todos los fragmentos generados en
la celda de colisién, propio de los analizadores de tiempo de vuelo. De esta forma, se pueden
obtener rapidamente espectros MS/MS de masas exactas completos. Por tanto, los sistemas
QTOF aportan dos tipos de informacién muy valiosa en un solo experimento: por un lado
proporcionan la formula empirica de los compuestos analizados y por el otro ofrecen
informacién acerca de la estructura de los mismos, formula molecular. Por consiguiente, son
utiles para elucidar estructuras de compuestos desconocidos (non-target analysis) y también
para eliminar interferencias derivadas de compuestos isobaricos en la determinacion de analitos
preseleccionados en muestras complejas (target analysis). En todas las aplicaciones analiticas
desarrolladas en esta Tesis para la determinacién de farmacos antimicéticos, asi como en
algunas de las optimizadas para el andlisis de benzotriazoles y BUVSs, se han utilizado

analizadores tipo QTOF.
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Estos sistemas también han sido aplicados en esta Tesis con el objetivo de identificar
sustancias que originalmente no habian sido preseleccionadas como analitos y compuestos de
transformacién generados en procesos de depuracion de aguas residuales a partir de farmacos
antimicéticos. Para ello, se analizan extractos correspondientes a muestras de tiempo cero, es
decir, antes de aplicar ningln tratamiento sobre el agua, y de muestras tomadas a diferentes
tiempos de reaccidn, adquiriendo los espectros de masas completos en un rango de m/z amplio.
A continuacion, se utiliza el software MassHunter Qualitative Analysis® (Agilent Technologies)
para hacer una busqueda de las sustancias que han dado sefial, asignandose una formula
empirica a cada pico cromatografico encontrado, en base a la masa exacta y la distribucién
isotopica del ion molecular y sus aductos mas comunes, como el [M+Na]*. Seguidamente, con
ayuda del software Agilent Mass Profiler®, los picos cromatograficos se alinean y se buscan
similitudes y diferencias entre cromatogramas, observandose de esta manera la evolucién del
area de pico de cada compuesto a lo largo de la reaccion. Finalmente, con la finalidad de
asignarle una identidad a cada compuesto de transformacion, se realizan experimentos de
MS/MS, obteniéndose informacion estructural sobre cada sustancia, que nos acerca a la férmula

molecular de la misma.

110



Il. INTRODUCCION

2. CROMATOGRAFIA DE GASES-ESPECTROMETRIA DE MASAS

Tal y como se ha apuntado al principio de este apartado, en cromatografia de gases (gas
chromatography, GC) la fase mévil es un gas, normalmente helio, nitrégeno o hidrégeno, y la
fase estacionaria silice funcionalizada, que se comporta como un liquido anclado a las paredes
de un tubo capilar. Las columnas de GC-MS miden entre 30 y 60 m de longitud y su diametro
interno varia entre 100 y 320 um. Dependiendo de la fase enlazada a la silice se pueden dar
distintos tipos de interacciones entre la columna y los componentes de la muestra. Las fases
mas utilizadas, en orden creciente de polaridad, son polidimetilsiloxano (PDMS),
poli(fenildimetil)siloxano (5% fenil), poli(fenildimetil)siloxano (50% fenil), polietilenglicol (PEG)

y poli(dicianoalildimetil)siloxano [1].

Sin embargo, la separacién de los componentes de una muestra no se basa solamente
en la distribucién entre la fase moévil y la fase estacionaria, también depende de la diferente
volatilidad de cada uno. Para ello, la columna se sitda en el interior de un horno cromatografico
donde se controla la temperatura de manera precisa. De esta forma, se pueden disenar
programas de temperatura para el horno con los que se facilite la separacién de los compuestos
en funcion de su volatilidad. Por este motivo, el rango de aplicacion de GC se limita a sustancias
volatiles o volatilizables, con puntos de ebullicién inferiores a 450 °C, y también con elevada
estabilidad térmica, ya que su introduccién en el extremo cabeza de la columna se lleva a cabo

en fase vapor normalmente.

Dado el rango limitado de aplicaciones de GC, los compuestos termolabiles o cuya
polaridad es muy superior a la de la fase estacionaria, son transformados previamente en otras
especies mas estables y/o apolares y, a ser posible, mas volatiles para mejorar la resolucion de
los picos cromatograficos, mejorando asi la deteccion de estas sustancias [11]. Esta estrategia
analitica recibe el nombre de derivatizacién. La reaccién de derivatizacion mas extendida es la
sililacion, que consiste en la sustitucidon de un atomo de hidrégeno reactivo, unido generalmente
a un atomo de oxigeno o de nitrégeno, por uno de silicio que estd unido a un determinado
grupo. Los agentes sililantes mas comunes son la N-metil-N-(trimetilsilil) trifluoroacetamida
(MSTFA), la N-metil-N(tert-butildimetilsilil) trifluoroacetamida (MTBSTFA) y la N,O-bis-
(trimetilsilil) trifluoroacetamida (BSTFA) [12]. Ademas de la sililacion, existen otro tipo de

reacciones sencillas que se pueden aplicar con fines analiticos como la acetilacion, que consiste
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en laintroduccién de un grupo acetilo y que se puede llevar a cabo a temperatura ambiente con
anhidrido acético [13]. Esta reaccién ha sido utilizada en uno de los desarrollos analiticos

recogidos en la presente Tesis para la determinacidn de benzotriazoles mediante GC-MS.

En la Figura 11.C.4 se muestran los componentes de un instrumento de GC-MS.

Microjeringa de

Muestra \ %/inveccién
—{

Camara de Fuente de ionizacién Detector

volatilizacién
Guia de iones

- @“Mm
Q@ 1 | ) =
s al) > P — =,
Linea de /
transferencia

Horno Columna Analizador
cromatografico cromatografica

Gas portador

Figura 11.C.4. Componentes de un cromatdgrafo de gases conectado a un espectrémetro de masas

2.1. INYECCION

La introduccion de las muestras liquidas o de sus extractos en la cabeza de la columna
cromatografica es la etapa mas compleja en GC. Por este motivo, en la actualidad la mayoria de
los cromatégrafos de gases incluyen un muestreador automatizado, mas conocido como
autosampler, que reproduce el proceso de inyeccidén, muestra tras muestra, y de una cdmara de
volatilizacién cuyas condiciones también son reproducibles. En el proceso de inyeccién la
muestra es tomada en una microjeringa de vidrio, generalmente de entre 1 y 10 uL, que
atraviesa un septum y la deposita en un cilindro de vidrio, denominado liner, en el interior de la
camara de volatilizacion. Esta cdmara se encuentra a una temperatura elevada, entre 200 y 300
°C normalmente, y en ella se evaporan los analitos y se elimina parte del disolvente. En el
mercado existen una gran variedad de liners que difieren en su forma, recta, con muesca, en
zig-zag, etc, en su composicion, de vidrio, recubiertos con PDMS o con poliimida, etc, y en su
relleno, lana de vidrio, Tenax, etc. Normalmente, la forma del liner se elige en funcién del tipo

de inyector y su composicién y recubrimiento segun la naturaleza de los compuestos a analizar.
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Los inyectores mas comunes son los denominados split/splitless. Estos se caracterizan
por tener una valvula cuya posicidon determina el modo de trabajo. En el modo split, tal y como
su nombre indica, la muestra se divide en la cdmara de volatilizacidn, introduciéndose una parte
en la columnay desechandose la otra a través de la valvula de purga (vélvula de split). La relacion
entre ambas fracciones puede controlarse desde el software de adquisicién del instrumento y
suele ir desde 10:1 hasta 200:1. El modo de trabajo split se utiliza para muestras con una
concentracion demasiado alta, cuyos iones pueden saturar el detector. Contrariamente, en el
modo splitless esta valvula se encuentra inicialmente cerrada vy, transcurrido un tiempo fijado,
normalmente entre 0.5 y 2 min, se abre y se deja pasar un gran flujo de gas portador para
eliminar los restos de la muestra y limpiar el liner, evitando la aparicion de efectos de memoria
que pueden comprometer los LOQs. Este modo de trabajo es (til para eliminar compuestos

poco volatiles a bajos niveles de concentracion [11].

En los inyectores split/splitless los volimenes de muestra introducidos son de entre 1y
2 L. Algunos cromatdgrafos de gases tienen la opcion de aplicar un pulso de presion en la
inyeccién. Este pulso reduce la expansidn del disolvente y reduce el ancho de las bandas en

cabeza de columna [14] a la vez que mejora la transmision de los analitos a la columna [15].

De entre los inyectores alternativos al split/splitless cabe destacar el inyector de
temperatura programable (programmed temperature vaporizer, PTV). Con este dispositivo se
pueden aplicar programas de temperatura, haciendo posible la inyeccién de volimenes grandes
de muestra. También existe la posibilidad de depositar la muestra en la columna directamente,
sin utilizar un inyector, a baja temperatura. Este proceso recibe el nombre de inyeccién on

column [14].

2.2. |ONIZACION

Una vez los analitos han sido separados cromatograficamente en estado gaseoso, deben
convertirse en iones para poder ser analizados por espectrometria de masas. Este proceso tiene
lugar en la fuente de ionizacidn, en la que los analitos son introducidos a través de una linea de
transferencia que, generalmente, se mantiene a una temperatura igual o superior a la

temperatura final del horno cromatografico. Las fuentes de ionizacidn utilizadas en GC-MS son
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la de impacto electrénico, también conocida como ionizacién electrénica, y la de ionizacidon

quimica.

Los primeros acoplamientos de GC con MS se llevaron a cabo a finales de los afios 50 por
McLafferty [16] y Gohlke [17]. No se trata de una conexidon demasiado complicada, ya que tanto
GC como MS operan en fase gas y el flujo de gas portador en GC es tan bajo que la columna,
que se encuentra a presion atmosférica, puede ser unida directamente a la fuente, que se
mantiene a vacio. La puesta a la venta de este tipo de equipos en 1975 revolucioné el analisis
de compuestos orgdnicos en muestras complejas, al combinar la gran sensibilidad y la

importante informacion estructural aportada por MS con el alto poder resolutivo de GC.

2.2.1. lonizacion electrdnica

La parte mas importante de las fuentes de ionizacidn electrdnica (electronic ionization,
El) es el filamento, fabricado frecuentemente en renio. Este filamento se encarga de emitir
electrones que son acelerados gracias a una diferencia de potencial y que colisionan con las
moléculas provocando su fragmentacion. Asi, iones con carga +1 formados a partir de las
moléculas de analito son generados y enfocados hacia el analizador de masas [18]. Con la
finalidad de reproducir el mismo patron de fragmentacion en diferentes instrumentos de GC-
MS, se ha estandarizado el uso de una energia de 70 eV en el filamento. De esta forma, se
pueden contrastar los espectros de masas obtenidos para una sustancia desconocida con la
informacién contenida en bases de datos. La base de datos de GC-MS mas utilizada es la del
Instituto Nacional de Patrones y Tecnologia de los Estados Unidos de América (National Institute

of Standards and Technology, NIST).

2.2.2. lonizacién quimica

En las fuentes de ionizacion quimica (chemical ionization, Cl) un gas reactivo es
introducido en exceso junto a los analitos, que previamente han sido separados en la columna.
De esta manera, es este gas el que sufre la ionizacién con el filamento, dando lugar a un acido
de Bronsted que normalmente le cede o le sustrae un protén a las moléculas de analito,
favoreciéndose la formacion de iones moleculares [18], ademds de ciertos aductos, sobre todo

en el caso de ionizacién quimica positiva (Cl+) usando metano como gas de ionizacion.
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2.3. APLICACIONES DE GC-MS A LA DETERMINACION DE LAS SUSTANCIAS ESTUDIADAS

Aunque la aplicacién de GC-MS para la determinacidn de benzotriazoles estd muy
limitada, debido a la alta polaridad de estos compuestos y su baja volatilidad, se han publicado
metodologias con columnas de liquidos idnicos [19], cromatografia de gases bidimensional [20]

y previa derivatizacion [21-23].

En el caso de los derivados fendlicos del benzotriazol (BUVSs), la mayor parte de las
metodologias analiticas desarrolladas se basan en GC-MS. Muchas de ellas con analizadores de
baja resolucion, como trampas de iones [24] y analizadores cuadrupolares [25]. Sin embargo,
para el analisis de extractos de muestras muy complejas, como los lodos procedentes de STPs,
GC-MS muchas veces no basta para tener un buen método analitico sin complicar demasiado la
etapa de preparacién de muestra. En estos casos se han utilizado técnicas de GC-MS/MS con
triples cuadrupolos [26, 27] o, de nuevo, con trampas de iones [28-30]. En todos estos trabajos

se han empleado fuentes de ionizacidén electrdnica.

También hay alguna aplicacion de GC-MS para la determinacién de farmacos
antimicéticos, a pesar de que la inmensa mayoria de estos estudios se hace a través de LC-
MS/MS. Peschka et al. [31] analizaron CTZ en muestras de agua mediante GC-MS con

cuadrupolo simple y con ionizacién por El, obteniendo LOQs inferiores a 10 ng L™
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3. CROMATOGRAFIA DE LIQUIDOS-ESPECTROMETRIA DE MASAS

La cromatografia de liquidos (liguid chromatography, LC) y GC son técnicas
complementarias. En el punto anterior deciamos que GC se aplica al analisis de compuestos
volatiles, estables térmicamente y normalmente poco polares. Por su parte, LC se utiliza para el
analisis de sustancias no volatiles, generalmente mas polares y que pueden ser termolabiles;
por tanto, su rango de aplicacion es mas amplio. Sin embargo, para el anélisis de aquellas
sustancias que pueden ser medidas mediante ambas técnicas, generalmente se emplea GC

porque es mas sencilla, implica una inversién inferior y genera menos residuos [2].

En LC de particidn la separacion de las sustancias ocurre debido a la diferente afinidad
de los analitos por la fase estacionaria. Con el fin de poder resolver selectivamente el mayor
numero de problemas analiticos, hoy en dia se comercializan columnas analiticas para LC con
un gran abanico de fases. Las mas utilizadas son las de fase reversa, a base de silice enlazada a
grupos C8 o C18. Otras columnas de fase reversa, que ademas poseen una mayor afinidad por
analitos con dobles enlaces conjugados, son las fenilo. En el lado opuesto se sitdan las columnas
de fase normal, que contienen grupos ciano o amino, aplicadas para compuestos mas polares,
mientras que para la separacion de compuestos muy polares y muy pequefios se utilizan las
columnas de interaccidn hidrofilica (hydrophilic interaction chromatography, HILIC), en las que
la muestra interacciona directamente con silica, poliamidas e incluso con grupos sulfonato [1,

2.

Otros factores importantes que caracterizan a las columnas de LC son sus dimensiones y
el tamafio de particula. Su longitud suele ser de entre 10 y 30 cm, mientras que su didametro
interno oscila entre 1 y 5 mm. Por otra parte, el tamafo de particula se situa en torno a las 3
um. Cuanto mas estrecha sea la columna y menor sea el tamafio de particula, mayor sera la
resolucion de la separacion lograda. Sin embargo, a mayor longitud se maximizan los efectos de

difusidn y, por tanto, mdas anchos son los picos cromatograficos obtenidos.

En la mayoria de las ocasiones, la estrategia seguida para hacer separaciones por fase
reversa es la separacion en gradiente, en la que la fase mévil consiste en una mezcla de agua y
uno o varios disolventes orgdnicos, normalmente metanol o acetonitrilo, cuyas proporciones
varian a lo largo de la separacion cromatografica. Al comienzo de la separacién se utiliza una

fase movil compuesta mayoritariamente por agua y después se va incrementando
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progresivamente la presencia de disolvente orgdnico en la misma. Asi, aumenta la fuerza del
eluyente, y los analitos van siendo expulsados de la columna en orden de polaridad decreciente
[32]. Para ello, los cromatdgrafos de liquidos estan equipados con un sistema de bombeo que
permite introducir disolventes contenidos en dos o mas recipientes en la cdmara de mezcla e
impulsar la fase mavil a través del sistema a elevadas presiones, por encima de 6000 psi, dando

lugar a un flujo constante, sin pulsaciones, que mejora la repetibilidad de las separaciones [1].

En algunas ocasiones, se afiaden a la fase mévil modificadores acidos o salinos que
pueden provocar incrementos de sefial, mejores formas de pico e, incluso, mejores
separaciones. Los modificadores acidos mas utilizados son el acido férmico y el acido acético,
mientras que el acetato amadnico es el modificador salino adicionado en la mayor parte de los
casos. En los sistemas LC-MS el tipo de modificador a emplear viene condicionado por la fuente

de ionizacidn; en general, la selecciéon de modificadores debe limitarse a especies volatiles.

En la Figura II.C.5 se muestran los componentes de un instrumento de LC-MS.
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Figura I1.C.5. Componentes de un cromatdgrafo de liquidos conectado a un espectrometro de masas
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3.1. INYECCION

Las muestras son inyectadas en el sistema por medio de una valvula de seis vias que, en
la posicién de load, dirige el flujo de fase movil hacia la columna mientras se introduce la
muestra en el loop de carga, y en la de inject dirige el flujo de fase mévil, a través del loop, hacia

la columna, arrastrando la muestra.

3.2. IONIZACION

A diferencia de lo que ocurre en GC-MS, en LC-MS los analitos llegan al espectrémetro
de masas en estado liquido y acompafiados por la fase mévil. Ademas lo hacen a una elevada
presion, cuando los espectrometros de masas funcionan en condiciones de alto vacio. Esto hace
que el acoplamiento LC-MS sea mds complejo que el GC-MS y, en un principio, limité el nimero
de aplicaciones analiticas de LC-MS. La apariciéon de las técnicas de ionizacién a presidn
atmosférica (atmospheric pressure ionization, AP1) a finales de los afios 80 permitio la expansion
del uso de LC-MS [33]. En este tipo de fuentes, la ionizacion de los analitos y la separacion de
las moléculas neutras, ya sea de manera mecanica o por fuerzas electrostaticas, ocurren al
mismo tiempo. Las técnicas de ionizacidn a presién atmosférica mas extendidas son la ionizacidn
por electrospray, la ionizacidon quimica a presion atmosférica y la fotoionizacién a presion

atmosférica [34].

3.2.1. lonizacidn por electrospray

La ionizacidn por electrospray (electrospray ionization, ESI) es, sin lugar a dudas, la fuente
de ionizacién mas utilizada para sustancias polares en un rango de masas moleculares amplio.
Los componentes fundamentales de este tipo de fuentes son el nebulizador, que convierte el
flujo de fase movil en un spray, y la aguja, que es responsable de la ionizacién de los analitos.
Para ello, esta aguja se mantiene a un potencial de varios kV respecto al capilar, que es el orificio
de entrada al espectrometro de masas, y transfiere electrones a la muestra, cuyo disolvente se
va evaporando gracias a la aplicacion de un gas caliente, normalmente nitrégeno. Cuando las
fuerzas de repulsion entre las cargas de los iones contenidos en una gota superan a las de

cohesidn, se produce la desorcidn de los mismos en fase gas [35].
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Las condiciones de ionizacidn son tan suaves que, de manera general, se forman iones
moleculares aunque, en funcidn del potencial aplicado, se puede controlar la fragmentacién de

los mismos en la fuente.

3.2.2. lonizacidn quimica a presion atmosférica

En el caso de la ionizacion quimica a presion atmosférica (atmospheric pressure chemical
ionization, APCI), el disolvente que llega a la fuente junto a los analitos se evapora y se ioniza
gracias a una descarga de electrones generada en la aguja. A continuacidn, los iones formados
a partir de la fase mévil reaccionan con los analitos, transfiriéndoles la carga. La eficacia de APCI
se restringe a sustancias con peso molecular inferior a 1500 Da, siendo mas efectiva para

algunas familias de compuestos como los BUVSs estudiados en esta Tesis [10].

3.2.3. Fotoionizacion a presidon atmosférica

La fotoionizacidn a presidon atmosférica (atmospheric pressure photoionization, APPI)
tiene en comun con la APCI que el eluyente es evaporado en primer lugar. La diferencia radica
en el modo de ionizar los analitos, en lugar de utilizar una aguja cargada, se emplea una lampara
de descarga que emite en un rango de longitud de onda optimizado para favorecer la ionizacidn

[10].

En la Figura 11.C.6 se compara el rango de peso molecular y polaridad de los analitos

ionizables mediante cada una de estas fuentes.
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Figura 11.C.6. Rango de peso molecular y polaridad de los analitos ionizables en fuentes ESI, APCl y APPI

3.3.  APLICACIONES DE LC-MS A LA DETERMINACION DE LAS SUSTANCIAS ESTUDIADAS

Para la determinacién de benzotriazoles, dados los bajos niveles de concentracion a
medir, la baja volatilidad de estas sustancias y su elevada polaridad, la técnica escogida
preferentemente durante los Ultimos afios ha sido LC-MS/MS [36]. En la mayor parte de los
casos se han utilizado triples cuadrupolos, alcanzandose LOQs del rango de los ng L [37-41],
aunque también se han publicado aplicaciones con analizadores de alta resolucién, como el

Orbitrap [42, 43]. En todos estos trabajos se han utilizado fuentes ESI.

Las grandes diferencias existentes, a nivel fisico-quimico, entre los benzotriazoles y sus
derivados fendlicos hacen que normalmente se empleen equipos de GC-MS para el analisis de
estos Ultimos. Sin embargo, también se encuentran aplicaciones de LC-MS y de LC-MS/MS para
la determinacion de BUVSs en la bibliografia. La dificultad afiadida es que estos compuestos no
ionizan facilmente mediante ESI, por tanto, se utilizan fuentes de APPI [44] o de APCI [45]. Los
LOQs alcanzados con cada una de estas fuentes se comparan con los obtenidos mediante GC en

la Tabla II.C.1.
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Tabla II.C.1. Comparacion de los LOQs alcanzados en la determinacién de BUVSs con fuentes APPI y

APClI, asi como mediante GC

Analitos

Muestra

Preparacion de
muestra

Andlisis

lonizacion

LoQ

Ref

uv-p
UV-326
uv-327

4 g sedimento

PLE-QUEChERS

LC-MS/MS

APPI

1l4ngg?

(44]

uv-p
Uv-234
UVv-320
UV-326
uv-327
Uv-328
Uv-329
UV-350

1glodo

PLE-SPE

LC-MS/MS

APCI

0.15-0.77 ng gt

(45]

uv-p
Uv-320
UVv-326
uv-327
UV-328

0.5 g sedimento

MSPD

GC-MS/MS

El

3-15ngg?

(30]

UV-326
UVv-329

1glodo

PLE

GC-MS/MS

El

1.1-27.4ngg?

[27]

Tal y como ocurre con los benzotriazoles, los instrumentos analiticos mas utilizados para

la determinacién de farmacos antimicoticos azdlicos consisten en sistemas LC-MS/MS

equipados con triples cuadrupolos [46-50], aunque también se han empleado trampas de iones

[51] y analizadores hibridos QTOF de alta resolucién [31], utilizandose en todos los casos fuentes

ESI.

121



C. ANALISIS

4.

(1]

(2]
(3]

(4]
(5]
(6]
(7]

(8]
(9]

(10]

(11]

(12]

(13]

(14]

(15]

(16]

(17]

(18]
(19]

122

BIBLIOGRAFIA

D.A. Skoog, F.J. Holler, T.A. Nieman, M.C.M. Gémez, Principios de Andlisis Instrumental,
McGraw-Hill, New York City, 2001.

D.C. Harris, Quantitative Chemical Analysis, Macmillan, London, 2010.

E. de Hoffmann, V. Stroobant, Mass Spectrometry: Principles and Applications, Wiley,
New Jersey, 2007.

H. Kienitz, F. Aulinger, Massenspektrometrie, Wiley, New Jersey, 1968.

J.F.J. Todd, Mass Spectrometry Reviews 10 (1991) 3-52.

D.). Douglas, A.J. Frank, D. Mao, Mass Spectrometry Reviews 24 (2005) 1-29.

A. Makarov, E. Denisov, A. Kholomeev, W. Balschun, O. Lange, K. Strupat, S. Horning,
Analytical Chemistry 78 (2006) 2113-2120.

W. Stephens, American Physical Society 69 (1946) 691-691.

A.G. Marshall, C.L. Hendrickson, S.D.H. Shi, Analytical Chemistry 74 (2002) 252 A-259
A.

J.T. Watson, O.D. Sparkman, Introduction to Mass Spectrometry: Instrumentation,
Applications, and Strategies for Data Interpretation, Wiley, New Jersey, 2013.

R. Cela, R.A. Lorenzo, M.C. Casais, Técnicas de Separacion en Quimica Analitica,
Sintesis, Madrid, 2002.

N.D. Danielson, P.A. Gallagher, J.J. Bao, Chemical Reagents and Derivatization
Procedures in Drug Analysis, in: Encyclopedia of Analytical Chemistry, Wiley, New
Jersey, 2006.

C. Schlett, B. Pfeifer, Vom Wasser 79 (1992) 65-65.

E. Hoh, K. Mastovska, Journal of Chromatography A 1186 (2008) 2-15.

M. Garcia-Lépez, I. Rodriguez, R. Cela, K.K. Kroening, J.A. Caruso, Talanta 79 (2009) 824-
829.

F.W. McLafferty, Applied Spectroscopy 11 (1957) 148-156.

R.S. Gohlke, Analytical Chemistry 31 (1959) 535-541.

J.H. Gross, Mass Spectrometry: A Textbook, Springer, Berlin, 2006.

C. Dominguez, C. Reyes-Contreras, J.M. Bayona, Journal of Chromatography A 1230
(2012) 117-122.



Il. INTRODUCCION

[20]

[21]

[22]
(23]

[24]
[25]

[26]

(27]

(28]

[29]

(30]

(31]

(32]
(33]

(34]

(35]

(36]
(37]

E. Jover, V. Matamoros, J.M. Bayona, Journal of Chromatography A 1216 (2009) 4013-
4019.

S.R. Corsi, S.W. Geis, J.E. Loyo-Rosales, C.P. Rice, R.l. Sheesley, G.G. Failey, D.A. Cancilla,
Environmental Science and Technology 40 (2006) 3195-3202.

V. Matamoros, E. Jover, J.M. Bayona, Analytical Chemistry 82 (2010) 699-706.

M.G. Pervova, V.E. Kirichenko, V.I. Saloutin, Journal of Analytical Chemistry 65 (2010)
276-279.

Y. Kameda, K. Kimura, M. Miyazaki, Environmental Pollution 159 (2011) 1570-1576.
C.M. Reddy, J.G. Quinn, J.W. King, Environmental Science and Technology 34 (2000)
973-979.

Z. Zhang, N. Ren, Y.-F. Li, T. Kunisue, D. Gao, K. Kannan, Environmental Science and
Technology 45 (2011) 3909-3916.

Y.S. Liu, G.G. Ying, A. Shareef, R.S. Kookana, Journal of Chromatography A 1218 (2011)
5328-5335.

I. Carpinteiro, B. Abuin, I. Rodriguez, R. Cela, M. Ramil, Analytical and Bioanalytical
Chemistry 397 (2010) 829-839.

I. Carpinteiro, B. Abuin, I. Rodriguez, M. Ramil, R. Cela, Journal of Chromatography A
1217 (2010) 3729-3735.

I. Carpinteiro, B. Abuin, M. Ramil, I. Rodriguez, R. Cela, Analytical and Bioanalytical
Chemistry 402 (2012) 519-527.

M. Peschka, P. Roberts, T. Knepper, Analytical and Bioanalytical Chemistry 389 (2007)
959-968.

M.W. Dong, Modern HPLC for Practicing Scientists, Wiley, New Jersey, 2006.

J.B. Fenn, M. Mann, C.K. Meng, S.F. Wong, C.M. Whitehouse, Science 246 (1989) 64-
71.

W.M.A. Niessen, Liquid Chromatography: Mass Spectrometry, Taylor & Francis,
London, 1998.

R.B. Cole, Electrospray lonization Mass Spectrometry: Fundamentals, Instrumentation,
and Applications, Wiley, New Jersey, 1997.

S.D. Richardson, Analytical Chemistry 84 (2012) 747-778.

S. Weiss, T. Reemtsma, Analytical Chemistry 77 (2005) 7415-7420.

123



C. ANALISIS

(38]

(39]

[40]

[41]

(42]

(43]

(44]

(45]

(46]

(47]
(48]

(49]

(50]

(51]

124

W. Giger, C. Schaffner, H.P. Kohler, Environmental Science and Technology 40 (2006)
7186-7192.

D. Voutsa, P. Hartmann, C. Schaffner, W. Giger, Environmental Science and Pollution
Research International 13 (2006) 333-341.

I. Carpinteiro, B. Abuin, M. Ramil, I. Rodriguez, R. Cela, Analytical and Bioanalytical
Chemistry 402 (2012) 2471-2478.

A.G. Asimakopoulos, A. Ajibola, K. Kannan, N.S. Thomaidis, Science of The Total
Environment 452-453 (2013) 163-171.

J.A. van Leerdam, A.C. Hogenboom, M.M.E. van der Kooi, P. de Voogt, International
Journal of Mass Spectrometry 282 (2009) 99-107.

F. Wode, C. Reilich, P. van Baar, U. Dlinnbier, M. Jekel, T. Reemtsma, Journal of
Chromatography A 1270 (2012) 118-126.

A.C. Chiaia-Hernandez, M. Krauss, J. Hollender, Environmental Science and Technology
47 (2013) 976-986.

T. Ruan, R. Liu, Q. Fu, T. Wang, Y. Wang, S. Song, P. Wang, M. Teng, G. lJiang,
Environmental Science and Technology 46 (2012) 2071-2079.

M. Kahle, I.J. Buerge, A. Hauser, M.D. Muller, T. Poiger, Environmental Science and
Technology 42 (2008) 7193-7200.

A.l. Garcia-Valcarcel, J.L. Tadeo, Journal of Separation Science 34 (2011) 1228-1235.

X. Peng, Q. Huang, K. Zhang, Y. Yu, Z. Wang, C. Wang, Science of The Total Environment
426 (2012) 311-317.

G. Chen, M. Hoptroff, X. Fei, Y. Su, H.-G. Janssen, Journal of Chromatography A 1317
(2013) 155-158.

Z.-F. Chen, G.-G. Ying, Y.-B. Ma, H.-J. Lai, F. Chen, C.-G. Pan, Science of The Total
Environment 452—-453 (2013) 377-383.

P.H. Roberts, K.V. Thomas, Science of the Total Environment 356 (2006) 143-153.



I1l. RESULTS AND
DISCUSSION







IIl. RESULTS AND DISCUSSION

As it has been explained in the Introduction, in this PhD dissertation it has been studied,
from the point of view of the Analytical Chemistry, the fate and the behaviour of two groups of
ECs with molecular structures based on azole rings, either imidazole or triazole, at sewage
treatment plants. The first group is constituted by benzotriazoles and their phenol-derivatives,
being the former corrosion inhibitors and the latter UV stabilizers, and the second group is a
family of azole antimycotic pharmaceuticals. In both cases, we are talking about substances that
are daily introduced in the urban wastewater and industrial sewage. These waters are
transported towards STPs, where the hazardous substances, among them the studied ECs,

should be eliminated, taking into account the eco-toxicological impact that they represent.

This section of Results and Discussion, contains a compendium of research papers
corresponding to each family of the studied compounds; all of them undertaken and published
during the drawing up of this Thesis. With the aim of giving a global vision of the experimental
development and the obtained results, it has been included a joint discussion of the papers
before each compendium. The original copies of the published articles, with the format of each
journal, are contained in the Appendix I. Also there is a section, Appendix Il, containing other

published articles.
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IIl. RESULTS AND DISCUSSION. A. BENZOTRIAZOLES

The benzotriazoles studied in these papers can be split into two sub-families. One of
them is the inhibitors of corrosion processes, which is formed by 1H-benzotriazole itself and its
methyl- and chlorine-derivatives, and the other one is the UV stabilizers, constituted by a
numerous group of 1H-benzotriazole phenol-derivatives. Despite the high structural similarity
existing between these compounds, there are important differences in terms of
physicochemical properties. While corrosion inhibitors are polar molecules that can move easily
inside water, BUVSs are more lipophilic and, thus, they tend to adhere to suspended particulate
matter and sediment in form of sludge during the water treatment process. Taking this into
consideration, this Thesis proposes two methodologies for the determination of corrosion
inhibitors in wastewater, useful to assess their concentration in an exact and reproducible way
in treated and untreated sewage as well as in continental waters, and a robust analytical
procedure for the evaluation of the presence and the concentration of BUVSs in primary and
biological sewage sludge that sediments during the wastewater treatment and that are

commonly used as fertilizers in agriculture.

The first developed work proposes a simple method, sample preparation takes only ten
minutes, which does not involve a high cost, it saves in sorbents and organic solvent
consumption as well as in the required instrumental, without losing quality on reproducibility
and LOQs in comparison with more expensive proposals. It implicates the application of a
microextraction technique, DLLME, which conditions are optimized within the work in order to
obtain the maximum yield from this relatively new technique. It entails lower than usual sample
volume, ten millilitres, and derivatization, which is performed while the extraction occurs, this
is to say, the derivatization reaction does not imply an extra-stage. Analysis of the substances is
executed in a single-quad GC-MS with electronic ionization, which is one of the most affordable
hyphenated systems of mass spectrometry and provides with information-rich mass spectra

that permits to differentiate easily between the analyte and the interferences.

Alternatively to this methodology, another analytical procedure for the determination of
benzotriazoles is described in this Thesis. It involves a powerful analytical tool: the hybrid QTOF
mass analyzer. The high resolution mass spectra provided by this instrument, together with the
chance of doing tandem mass spectrometry experiments, allows the attainment of, primarily,
the unambiguous empirical formula of the measured substance and, in the second place,

structural information that must be coherent with the molecular formula. Therefore, a huge
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advance is done at qualitative level, which permits the irrefutable identification of the measured
compounds in target analysis. This avoids the inconvenient of derivatization and injection in GC,
making possible the analysis of the extracts by LC-QTOF-MS with an ESI source. The optimized
sample preparation protocol is based on SPME, but using a low-cost polymer material (PES)
instead of expensive fibres. This sample preparation method is even more economic than the
previous one, the cost in sorbent is 0.05 EUR per sample and the solvent consumption is

minimum.

Lower LOQs are reached with the first one of the methods, although both procedures
are useful for the determination of benzotriazoles in STPs influent and effluent, and also in
surface water. This way, the benzotriazoles elimination yield during the sewage treatment could
be estimated, being this rather limited, as well as the daily input of these compounds that takes

place at an urban Spanish STP.

The analytical procedure developed for the determination of BUVSs in sewage sludge
samples, which is also applicable to soil and sediments, implies a QTOF system too. In this case
a GC-QTOF-MS instrument is used, as this family of compounds can be easily determine by GC.
The extraction of analytes from solid matrixes is more difficult than from liquid ones,
furthermore, sludge samples are extremely complex and contributes with important
interferences. For these reasons, the application of this kind of systems is nearly mandatory and
reduces drastically the uncertainty of the obtained results. For the sample extraction, a MSPD
protocol was optimized, resulting in a good alternative to PLE, since it allows quantitative
recoveries and, at the same time, it reduces the cost of the process maintaining a good

robustness.

The achieved LOQs were between 2 and 10 ng g'%; therefore, this methodology permitted
the study of the fate of a selected group of eight BUVSs in real samples, being the summed
concentrations of the ubiquitous compounds as high as 600 ng g?, referred to freeze-dried

sludge samples.
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The broad family of the antimycotic drugs comprises compounds with different
properties. Some of them, such as fluconazole, have polar features and remain in the water
media after the sewage treatment but others, like clotrimazole, have higher lipophilicity and,
thus, can suffer adsorption processes and become a part of sewage sludge. Thus, analytical
methodologies for this two kind of samples have been developed in this Thesis. In both cases, a
LC-ESI-QTOF-MS instrument has been used mainly because of the high selectivity that this
system provides, but also with the aim of testing the power of this kind of analyzer when
performing post-target analysis, it is to say, the determination of compounds that were not

initially pre-selected as analytes.

However, in addition to a high resolution analytical instrument, counting with a selective
sample preparation protocol is crucial when dealing with such complex matrixes. Thus, a sample
preparation strategy consisting of mixed-mode SPE with a sequential elution protocol was
optimized for the isolation of the analytes from water samples. In the case of sludge samples
the MSPD syringe, containing a PSA clean-up sorbent layer, was on-line connected to a cationic
exchange SPE cartridge. This way, acids were retained by the PSA material and only positively

charged compounds were keep at the SCX cartridge.

Both sample preparation methods rendered much better recoveries than the previous
ones so far reported, reducing significantly the matrix effects that take place during the
ionization at the ESI source. The LOQs ranged between 2 and 15 ng L for water and between 5
and 8 ng g in the case of sewage sludge. Fluconazole, ketoconazole, miconazole and
clotrimazole were measured in wastewater samples at concentrations up to 200 ng L, with
fluconazole extant in treated water samples at a similar concentration than in raw wastewater;
while clotrimazole, ketoconazole, miconazole and climbazole were ubiquitous in sludge samples
with maximum average concentrations, above 400 ng g%, corresponding to clotrimazole. These
results point to a general poor degradation of azole antimycotic pharmaceuticals during the
sewage treatment, accompanied by the concentration of the most lipophilic analytes,

clotrimazole, ketoconazole and miconazole, in the sludge.

As it was stated in the first paragraph and taking into account the high selectivity for basic
nitrogenated compounds that the proposed sample preparation methodologies demonstrated,

post-target analysis performance of the QTOF analyzer was applied to the identification of other
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compounds with such features, susceptible of being present in the samples. Climbazole, another
antimycotic drug, was found in all the analyzed wastewater samples, while amiodarone,
amitryptiline and sertraline were ubiquitous in sludge samples, as well as, two of their

metabolites: norsertraline and N-desethylamiodarone.

Considering the poor biodegradability presented by antimycotic drugs during the sewage
treatment, degradation experiments were carried out aiming the assessment of the stability and
the transformation paths followed by clotrimazole, ketoconazole and miconazole, by means of
the identification of the generated transformation products, upon UV exposure, a possible
wastewater tertiary treatment, and also trying to simulate phototransformation routes on
agriculture fields amended with stabilized sludge from STPs. While quantification of the
remaining concentration of these three compounds, after different reaction times, was
performed in order to estimate the degradation kinetics of the process, non-target analysis of
new compounds originated during the photolysis course was performed with the LC-QTOF-MS
instrument. Reductive de-chlorination and intra-molecular cyclization were the most common

reactions.

Aiming the accumulation of the parent substances and the generated transformation
products, and their easy desorption to an organic solvent, silicone supports were loaded with
the precursors prior to the direct exposure to 254 nm radiation. Results were compared with
those obtained with solar radiation (365 nm), as well as, the outcome of the photolysis
experiments undertaken on sand and real agricultural soil samples. Most of the compounds
generated on the silicone supports matched with those obtained on these other matrices; and
the kinetics of the photolysis reaction was much faster under 254 nm than under 365 nm.
Finally, LCso estimations for the 48-h Daphnia Magna test were undertaken by means of a QSARs
modelling software, resulting two transformation products of the clotrimatozle and another one

from the miconazole more toxic than their precursors.
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This PhD dissertation presents the development of new analytical methodologies in
order to research the fate and the behaviour of three groups of azole emerging pollutants:
benzotriazole corrosion inhibitors, benzotriazole ultraviolet stabilizers and imidazole and
triazole antimycotic drugs. Thus, studies on determination, distribution and transformation of
some of the most common members of these three groups have been carried out. The focus
has been given to the optimization of new miniaturized sample preparation strategies and the
powerful analytical capabilities that state-of-the-art QTOF-MS hyphenated systems offer, being
the most important the unambiguous identification of target and non-target compounds and
the elucidation of the molecular structure of unknowns. The main conclusions derived from this

work are outlined below.

A. BENZOTRIAZOLES CORROSION INHIBITORS AND BUVSs

Two methodologies for the determination of polar benzotriazoles in complex water
samples (raw wastewater) have been developed, always with the idea of releasing new
application strategies of trending microextraction techniques, which reduce the consumption

of solvents and sorbents, and the application of new high-resolution, accurate MS systems.

One of these approaches consists of concurrent DLLME-derivatization followed by GC-
MS analysis. In this work, it was demonstrated that simple and low-cost concurrent acetylation
and microextraction processes, requiring just ten minutes, applied to these substances are
achievable with good extraction yields. Besides, the combination of DLLME with an affordable
GC-MS instrument render similar LOQs to those reported by classic sample preparation
processes with more sophisticated analytical equipment, such as LC-MS/MS or GCxGC-MS,
making possible important savings on lab investments. Another advantage of DLLME is that it
requires a very low sample volume, in this case just ten millilitres, and a few microlitres of

organic extractant solvent.

In the other procedure, an extraction process based on SPME using a small portion of
technical grade polyethersulfone (1 cm — 0.05 EUR per analysis) accompany by LC-QTOF-MS
analysis was development. In the optimization of these proceedings it was revealed that
disposable PES polymer provides significantly higher extraction efficiencies than

polydimethylsiloxane coated stir bars (Twister®) for these compounds; being the pH of the
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sample and, in a lower extent, its ionic strength the main parameters that condition the
extraction yields. On the other hand, recovery variations occur among different kinds of water
samples, being possible their compensation by using BTri-d4 as internal surrogate. The last
generation of ESI-QTOF-MS systems provides really high-selectivity determinations displaying a

reasonable good sensitivity, even for low molecular mass compounds.

The LOQs achieved by both analytical methods are low enough to deal with wastewater
and moderately polluted continental surface water. Data obtained are in agreement with
previous studies, confirming the implication of urban STPs in the introduction of 1H-
benzotriazole, 4-methyl-1H-benzotriazole and 5-methyl-1H-benzotriazole in the aquatic

environment.

According to the measurements carried out on raw wastewater and treated wastewater
samples, 1H-benzotriazole can be partially eliminated during the water treatment at a
conventional STP, while 4-methyl-1H-benzotriazole and 5-methyl-1H-benzotriazole present a

higher stability, with similar biodegradability efficiencies the both of them.

The benzotriazole UV stabilizers (aka Tinuvins®) are the hydroxyphenyl derivatives of
benzotriazoles. Contrary to their precursors, these compounds are characterized by their high
lipophilic behaviour; therefore, the novel analytical methodology that was proposed in this PhD
dissertation for the determination of these chemicals was focused on sewage sludge, which is
the solid waste generated during wastewater treatment. Again, the capabilities of a new-
generation high-resolution QTOF-MS system were tested, coupled in this case to a gas
chromatograph. An exhaustive sample preparation was accomplished by MSPD, which is one of
the solid-sample extraction techniques that have gathered more attention in the last years. In
the experiments that led to this analytical development it was observed that this single-step
low-cost methodology provides relatively simple extracts from a really complex matrix as
sewage sludge. This way, quantitative recoveries can be obtained, avoiding the purchase of

expensive instrumental like accelerated solvent extractors (ASE).

At the same time, the EI-QTOF-MS instrument provides higher selectivity than the
common EI-QqQ-MS systems, allowing the unambiguous identification of the target compounds
by means of the acquisition of full product-ion accurate MS/MS spectra. This permitted the

guantification of Tinuvins in one of the most complex environmental samples, with low enough
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LOQs that permitted the confirmation of the role of sewage sludge as sink of these emerging
contaminants at STPs. The highest concentrations correspond to UV-326 and UV-328, being

them up to 170 ng g'* for the first one and 290 ng g for the second one.

B. ANTIMYCOTIC DRUGS

In the case of azole antimycotic pharmaceuticals, analytical methodologies for their
determination in both, water and sludge, samples from STPs were developed, using in the two
cases a LC-QTOF-MS instrument for the determination of the compounds in the extracts. As it
was previously mentioned, the acquisition of full product-ion accurate MS/MS spectra

permitted the unambiguous identification of these emerging contaminants.

In the particular case of water samples, a SPE procedure was optimized. The results
obtained in this work proved that the combination of mixed-mode retention mechanisms with
an advanced sequential desorption protocol significantly improves the selectivity of the process,
avoiding the elution of interferences together with the analytes, with the consequent reduction
on ESl signal attenuation effects. On the other hand, the high lipophilic character of antimycotic
drugs favours their deposition and/or adsorption on the material used during sample
preparation step. It is possible to avoid this drawback with acidification of samples and addition

of methanol before filtration.

As regards sludge samples, the performance of MSPD was tested once again, in this
occasion for the extraction of these antimycotic pharmaceuticals. In this case, MSPD was
combined with an on-line cation-exchange clean-up strategy consisting of SPE. It was
demonstrated that this sample preparation process is suitable for the selective extraction of the
analytes, attaining a considerable reduction of matrix effects during ESl ionization in comparison
with previous sample preparation approaches, and reducing the manipulation of sludge
samples. It was also displayed that this sample preparation methodology can be extended to
other basic drugs, containing triazole, imidazole or amine moieties, which can also be ubiquitous

in sewage sludge.

These two analytical methodologies provided low enough LOQs to confirm that

climbazole, clotrimazole, fluconazole, ketoconazole and miconazole were present in raw
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wastewater samples, being the fluconazole still extant at similar levels in treated wastewater.
Additionally, climbazole, clotrimazole, ketoconazole and miconazole were found in sewage
sludge, some of them at high concentrations. These results revealed that further wastewater
treatments, like advanced oxidation processes, are required in order to eliminate the
fluconazole, and that the rest of these drugs, which were apparently degraded at STPs (their
concentrations in the treated wastewater were really low), are actually deposited and
concentrated in the sewage sludge, with the consequent hazard that represents the application

of this material as fertilizer in agriculture.

Post-target analysis capabilities of the employed hybrid QTOF-MS system were
confirmed aiming the evaluation of the presence of non-target compounds. By processing the
accurate mass spectral information previously acquired, it was possible to detect the presence
of climbazole, an antimycotic drug that was not a target of this study, in wastewater, as well as
amitriptyline, sertraline and amiodarone, and two of their metabolites, norsertraline and N-

desethylamiodarone, in sewage sludge.

Once analytical methodologies for the determination of these compounds were
optimized and the levels of antimycotic drugs in STP water and sludge were measured, the
stability of clotrimazole, ketoconazole and miconazole under UV radiation, employed as tertiary
wastewater treatment in some STPs and also present in sunlight, was explored. To this aim,
technical grade silicone tubes were used as support, matching the generated transformation
products with those formed in sand and agricultural soil upon UV exposure. Thus, the suitability
of this material for this kind of experiments was confirmed. The identities of these
transformation products were elucidated thanks to the non-target analysis capabilities owned
by QTOF-MS systems. This way, the degradation pathways of these three drugs could be
established, being reductive dechlorination and intramolecular cyclization, involving the

imidazole ring, the most common transformation routes.

Obtained results showed that clotrimazole, ketoconazole and miconazole can be largely
degraded upon UV exposure, with much faster removal kinetics under this kind of radiation (254
nm) than with sunlight (365 nm). It was also evidenced that degradation rates are matrix

dependant, with increased stabilities when passing from silicone supports to sand and soil.
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IV. CONCLUSIONS

However, some of the identified transformation products might represent a more serious

hazard than the precursor emerging pollutants.
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En esta Tesis Doctoral se describe el desarrollo y la aplicacién de nuevas estrategias de analisis
utiles para la determinacién de contaminantes emergentes azdlicos en muestras
medioambientales. Concretamente, las familias estudiadas son los benzotriazoles inhibidores
de procesos de corrosidn, los estabilizadores UV benzotriazélicos (Tinuvin), y los farmacos
antimicéticos. Los métodos de analisis desarrollados consisten en una primera etapa de
preparacion de muestra mediante SPE, SPME o DLLME, para muestras liquidas, y MSPD, para
muestras solidas; seguida de una segunda etapa de determinacion de las sustancias mediante
LC-MS/MS o GC-MS/MS con analizador de masas hibrido cuadrupolo-tiempo de vuelo (QTOF)
de ultima generacidn. La aplicacion de estas metodologias ha permitido aportar datos sobre la

distribucion y estabilidad de estos contaminantes en el medio ambiente.

In this PhD dissertation the development and the application of new analytical strategies useful
for the determination of azolic emerging contaminants in environmental samples are
described. The studied families are the benzotriazole corrosion inhibitors, the benzotriazole UV
stabilizers (Tinuvin) and the antimycotic pharmaceuticals. The developed analytical methods
consist of a first stage of sample preparation by SPE, SPME or DLLME, for liquid samples, and
MSPD, for solid samples; followed by a second stage of determination of the substances by LC-
MS/MS or GC-MS/MS with the state-of-the-art quadrupole-time of flight (QTOF) mass analyzer.
The application of these methodologies has permitted to provide data about distribution and

stability of these contaminants in the environment.
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