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Justificacion y objetivos

JUSTIFICACION Y OBJETIVOS

Hasta mediados de los afios 90, un nimero creciente de compuestos organicos con elevada
toxicidad, muy estables quimicamente y con caracter bioacumulativo, como los PCBs, dioxinas,
diversos pesticidas, etc, fueron incluidos en las listas de contaminantes organicos persistentes (POPs)
y sometidos a intensos programas de monitorizacion, a la vez que se desarrollaron las distintas
legislaciones en referencia a los niveles maximos emitidos y permitidos en el medio acuatico.

A partir de este momento, en los estudios medioambientales, se ha empezado a considerar
otro tipo de sustancias, denominados contaminantes emergentes, como son los productos
farmacéuticos y de cuidado personal (PPCPs) [Loos R; 2003][Petrovi¢c M; 2003]. Un contaminante
emergente corresponde, en muchos casos, a un compuesto no regulado, el cual es un futuro
candidato para una posterior regulacién, dependiendo de sus efectos potenciales sobre la salud y el
medio ambiente [Barcelé D; 2003]. Los productos de cuidado personal incluyen un amplio nimero
de compuestos, como, por ejemplo, farmacos, esteroides y hormonas, fragancias, estabilizantes,
antisépticos,... La caracteristica principal de estos compuestos es que no precisan ser persistentes en
el medio ambiente para ejercer efectos negativos, ya que su continua descarga, compensa la
eliminacién y transformacion de los mismos. La introduccion de PPCPs en el medio ambiente
proviene de distintas vias:

e Descargas de aguas residuales (tratadas y no tratadas) en rios y mares.

e  Farmacos excretados sin metabolizar.

e Jabones, desinfectantes, etc, que se vierten directamente a los rios y mares [Kanda R;
2003][Agiiera A; 2003][Arnold WA; 2003].

e Empleo de aerosoles y otros preparados en actividades cotidianas de aseo y limpieza del
hogar.

En la mayoria de los casos, la toxicidad de estos compuestos es baja, sin embargo pueden
ser precursores de otras especies, considerados contaminantes prioritarios, como por ejemplo las
dibenzo-p-dioxinas policloradas o sustancias cloradas aromaticas [Arnold WA; 2003][Hell K;
2000][Tixier C; 2002]. Ademas, la presencia constante de antibidticos, farmacos, bactericidas, etc, en
el medio ambiente ha provocado el desarrollo de cepas bacterianas resistentes a dichos agentes,
malformaciones de los drganos sexuales en animales, cambio de sexo en los peces y descenso de
fertilidad en humanos [http:www.ayaba.es/diario]. Incluso algunos autores han puesto de
manifiesto la posible relacién entre ciertos tipos de cancer y el uso de estos compuestos en
productos de cuidado personal [Darbre PD; 2004].
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La continua introduccién de estas sustancias, aparentemente inocuas, asi como los escasos
controles medioambientales de los mismas, hace necesario el desarrollo de una serie de
metodologias analiticas que permitan obtener datos respecto a su distribucion medioambiental, asi
como el riesgo potencial, a largo plazo, derivado de su uso cotidiano en nuestros hogares. De este
modo, es posible establecer la necesidad desarrollar, o no, una legislacién encaminada al control de
estas sustancias, aparentemente inofensivas por contacto dérmico o por ingestion, asi como de los
subproductos generados a partir de los mismas mediante reacciones fotoquimicas u oxidativas.

En este trabajo se han desarrollado distintos métodos analiticos, aplicados a matrices
medioambientales, para la determinacidn de un bactericida de amplio uso, el Triclosan, asi como
clorofenoles relacionados (2,4-diclorofenol, 2,3,4-triclorofenol, 2,4,6-triclorofenol) [Kanetoshi A;
1987][Canosa P; 2005 A], un producto de biometilacién del mismo, el metiltriclosan [Balmer ME;
2005], y por ultimo, una familia de compuestos utilizados como conservantes, los parabenes
(metilparaben, etilparaben, propilparaben, butilparaben y bencilparaben) [Benijts T; 2004].

Agua, lodo, polvo de atmdsferas interiores y musculo de pescado han sido seleccionados
como matrices, para evaluar su distribucién en el medio ambiente. En general, se ha optado por
optimizar metodologias de preparacién de muestra sencillas y de bajo coste, como son la extraccién
en fase sélida, la microextraccion en fase sélida y la dispersién de matriz en fase sélida. Ademas, se
han utilizado la extraccion asistida por microondas y la extraccion acelerada con disolventes en
varias aplicaciones.

Adicionalmente al desarrollo de metodologias de determinacidon de estos compuestos, se
han llevado a cabo diversos estudios en lo referente a su transformacidn quimica en aguas cloradas y
la posibilidad de migracion del Triclosan desde superficies tratadas con este bactericida a alimentos
en contacto con las mismas.
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I. TRICLOSAN Y COMPUESTOS RELACIONADOS

1.1. Definicidn, estructura y propiedades del triclosan y compuestos relacionados

El triclosdan [5-cloro-2-(2,4-diclorofenoxi)fenol], TCS, es un fenoxifenol triclorado
comercializado con el nombre de Irgacare MP o Irgasan DP 300 que presenta propiedades
antibacterianas. Es un polvo blanquecino escasamente soluble en agua, hidroliticamente estable y
poco volatil, con una elevada hidrofobicidad. Debido a su reactividad, se estudiara conjuntamente
con varios de sus productos de transformacién: el metiltriclosan, el 2,4-diclorofenol, el 2,3,4-
triclorofenol y el 2,4,6-triclorofenol, los cuales se muestran en la figura I.1.

Figura 1.1. Estructuras del triclosan (TCS), metiltriclosén (MTCS), 2,4-diclorofenol (2,4-DCF), 2,3,4-
triclorofenol (2,3,4-TCF) y el 2,4,6-triclorofenol (2,4,6-TCF).
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El metiltriclosan [5-cloro-2-(2,4-diclorofenoxi)anisol], MTCS, es un anisol generado en
procesos de biometilacion del triclosan, cuyas propiedades fisico-quimicas le proporcionan caracter
bioacumulativo [Balmer ME; 2005]. Los clorofenoles anteriores se consideran posibles productos de
hidrdlisis del triclosan en medio acuoso. El 2,4-diclorofenol (2,4-DCF) y el 2,3,4-triclorofenol (2,3,4-
TCF) fueron propuestos inicialmente como subproductos de hidrdlisis [Onodera S; 1987], aunque
estudios posteriores, pusieron de manifiesto que son el 2,4,6-triclorofenol (2,4,6-TCF) junto con el
2,4-diclorofenol los productos finales generados en reacciones de oxidacidn e hidrélisis del triclosan
[Rule KL; 2005][Canosa P; 2005 A].
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En la tabla I.1, se muestran algunas de las propiedades descritas para estos compuestos.

Tabla I.1. Propiedades del triclosdn y compuestos relacionados.

Propiedades 2,4-DCF 2,3,4-TCF 2,4,6-TCF
Pm (g/mol) 289.5 303.6 163 197.4 197.4
oK, 7.80 8.05 7.10 6.59
Log Koy 4.8 5.4 2.99 3.66 3.57
Punto ebullicién (°C) 345 359 210 260 246
Punto fusion (2C) 162 128 113 111 96

P vapor (Torr) 3.2610° 5.18 10” 0.136 0.008 0.0177
Solubilidad, pH 3 (g/L) 0.004 0.001 3.6 0.79 0.87
Solubilidad, pH 7 (g/L) 0.005 0.001 3.9 1.4 3.2
Solubilidad, pH 9 (g/L) 0.069 0.001 36 61 190

1.2. Aplicaciones

El triclosan exhibe un amplio espectro bactericida contra las bacterias Gram + y Gram -,
ademas de hongos y levaduras. Su efecto antibacteriano es debido a la inhibicién que ejerce sobre la
proteina transportadora enoil-acil reductasa (ENR), encargada de la biosintesis de acidos grasos
necesarios para la formacion de las paredes celulares y la reproduccion de las bacterias [Singer H;
2002][Mc Avoy D; 2002][Glaser A; 2004].

El triclosan estd presente en multiples productos relacionados con la desinfeccién en un
rango que va desde 0.1 a 0.3 % (1000-3000 pg/g), como jabones, desodorantes, limpiadores,
champis y cosméticos [http://www.listadeespera.net/guia/pdf/RD1599_1997_17o0ct.pdf].
Ademas, es adecuado para su introduccién en polimeros y fibras, en almohadillas de colchdn,
tableros de corte, zapatos y ropa deportiva [Orvos DR; 2000][Birkel M; 1993][Glaser A; 2004]. Para
los polimeros y tejidos, contenidos de triclosan (Microban®) de 300 pg/g ofrecen proteccion contra
las bacterias Gram +, 750-1000 ug/g frente a bacterias Gram + y -, 300-5000 pg/g proteccion
adicional al desarrollo de hongos; con 4000 pg/g es posible mantener las propiedades
antibacterianas en aquellos productos que son lavados con frecuencia [Gacén J; 2001]. Su uso mas
conocido es como aditivo en dentifricos, ya que se considera un agente activo contra la gingivitis,
ejerciendo esta accidn a concentraciones superiores a 0.05-0.06 mM (14-17 ug/g) [Zuckerbraum HL;
1998].
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1.3. Toxicidad

El triclosan es un compuesto de baja toxicidad aguda. Diversos estudios sobre su uso en
productos de cuidado personal revelan que, a las concentraciones utilizadas (0.3 %, segin RD 1599
del 17 octubre 1997), no es toxico, carcinogénico, teratogénico, ni irritante de ojos y piel. El triclosan
penetra en el cuerpo humano por contacto con la piel, las mucosas y el tracto intestinal,
reduciéndose su concentracion a la mitad tras 21 horas, retornando finalmente a los niveles iniciales
al cabo de 8 dias [Mc Avoy D; 2002][Alimyr M; 2006 A].

El mayor problema derivado de la introduccién de triclosan en las formulaciones de
productos de cuidado personal es su continua descarga en el medio ambiente, ya que puede
producir efectos adversos sobre la flora y fauna acuatica. Las algas, organismos unicelulares y peces
han sido los principales organismos en los que se ha estudiado su toxicidad.

Dado que las algas comprenden el primer escalén en la pirdmide alimentaria, un efecto
adverso en ellas puede desembocar en un efecto en cadena para organismos de mayor tamafio
[Shipper O; 2003]. Las algas unicelulares, particularmente las algas verdes y las cianobacterias, son
del orden de 30 a 80 veces mas sensibles a la exposicidn a triclosan que otros organismos acuaticos
[Tatarazako N; 2004][Orvos DR; 2002]. El crecimiento de estas algas es inhibido a concentraciones
de TCS comprendidas entre 1.3 y 13 ng/mL en un tiempo de exposicion de 4 dias, con una
concentracion media inhibitoria, conocida como ICsp, de 4.7 ng/mL. Un estudio realizado por Orvos y
colaboradores [Orvos DR; 2002] mostré que al disminuir la concentracién de triclosan, el
crecimiento de las algas se reanudaba, sugiriendo que los organismos se encuentran en un estado
latente. Asi mismo, descubrieron que el mayor efecto tdxico se produjo sobre la especie
Scenedesmus Subspicatus, dado que este organismo es capaz de transformar quimicamente el
triclosan en 2,4-diclorofenol, de mayor toxicidad que el compuesto de partida.

Bioensayos realizados por Wilson y colaboradores [Wilson BA; 2003] sugirieron que la
estructura y funcién de las comunidades de algas pueden experimentar modificaciones cuando
sufren continuas descargas de efluentes de plantas de tratamiento de aguas residuales conteniendo
triclosan. A niveles inferiores a 0.015 ng/mL se observé una ligera disminucién de la poblacién de
dos especies de algas, siendo mas significativa cuando se alcanzaron concentraciones comprendidas
entre 0.15 y 1.5 ng/mL. De igual modo, estudios in vivo sobre la reproduccién sexual y asexual del
alga C. Ehrenbergii, realizados por Ciniglia y colaboradores [Ciniglia C; 2005], pusieron de manifiesto
que niveles inferiores a 0.125-5 mg/L no afectaron al tamafio de los cloroplastos y su morfologia,
aunque se inhibiod el crecimiento vegetativo cuando los niveles alcanzaron los 0.5 mg/L, mermando
incluso su reproduccién sexual a niveles de 0.937 mg/L.
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Dentro de los vertebrados, la toxicidad del TCS ha sido estudiada en peces y anfibios,
principales pobladores de rios y lagos. En un estudio inicial, el grupo de Orvos [Orvos DL; 2002]
descubrié que las crias de la trucha arco-iris presentaban una disminuciéon de su supervivencia
cuando eran expuestas durante un periodo de 35 a 61 dias a niveles de triclosan del orden de 71.3
ng/mL, sin que hubiese diferencia de longitud y peso con respecto a las muestras control. Sin
embargo, se manifestaron malformaciones en la mandibula, curvatura de la espina dorsal,
inactividad y natacidn erratica, factores que afectan negativamente a la supervivencia. Estimaron
también la concentracion media letal (ECsy) del triclosdan para la carpa cabezona (Pimeaples
promelas) y para la perca (Leponis macrochirus), siendo del orden de 260-440 ng/mL. Por ultimo,
observaron que el factor de bioconcentracién del TCS aumentd practicamente el doble cuando su
concentracion en agua disminuyé de 30 a 3 ng/mL.

Ishibashi y colaboradores [Ishibashi H; 2004] investigaron como afecta la presencia del
triclosan al desarrollo reproductivo del medaka (Oryzas Latipes). Estimaron en 601 ng/mL el EC5, (24
h) para las larvas, ademas de observar una reduccion y retraso de la eclosién de 14 dias. En esta
misma linea, Tatarazako y colaboradores determinaron que el pez cebra (Danio Rerio) y el medaka
(Oryzias latipes) presentaron una disminucién del 50 % de sus poblaciones (ICsy) a concentraciones
de triclosan del orden de 220 ng/mL y 400 ng/mL respectivamente, similares a los resultados
obtenidos por Orvos [Tatarazako N; 2004].

Con respecto a los anfibios, los grupos de Fraker y Veldhoen han evaluado la toxicidad del
TCS para dos especies de rana diferentes. Para la rana leopardo (Rana pipiens), niveles de
concentracion de 230 ng/mL provocaron alteraciones del sistema nervioso, mientras que a
concentraciones 1000 veces inferiores, se observé una disminucion de peso importante, asi como un
aumento de mortandad en las crias [Fraker SL; 2004]. Para la rana toro (Rana catesbeiana),
Veldhoen y colaboradores observaron cambios en la metamorfosis mediada por la hormona tiroidea
en presencia de niveles de triclosan inferiores a 150 ng/mL durante 4 dias, traduciéndose en una
disminucién de peso y un aumento del tamafio de la cola en los renacuajos [Veldhoen N; 2006].

La actividad tiroidea también ha sido estudiada en ratas [Crofton KM; 2007] disminuyendo
los niveles de hormonas tiroideas al aumentar la cantidad de triclosan inoculado, al igual que sucedia
en la rana toro. En este caso, los niveles necesarios para observar efectos adversos fueron de 30
mg/kg por dia.

Entre las aplicaciones del triclosan, la utilizacidn como agente antimicrobiano en
desodorantes o cremas, hace posible que se produzca la penetracién cutanea del mismo. Estudios in
vivo en ratas y humanos, pusieron de manifiesto que entre un 21 y un 28 % del triclosan era
adsorbido dérmicamente por las ratas, mientras que para los humanos sélo el 15 % de la cantidad
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aplicada penetraba en la piel. Dentro del organismo, el triclosan es transformado por el higado en su
conjugado glucurénido [Moss T; 2000], el cual tiene un tiempo de permanencia medio de 4 horas
cuando es administrado oralmente a humanos [Sioufi A; 1997].

El mayor problema derivado del uso del triclosan, se debe a su reactividad, ya que se
considera precursor de contaminantes prioritarios como los clorofenoles, dioxinas y compuestos
policlorados generados en distintas reacciones de transformacion que se enumeraran mas adelante
[Hell K; 2000][Graovac CM; 1995][Onodera S; 1987][Tixier C; 2002].

1.4. Distribucion en el medio ambiente

En la bibliografia existente, se ha puesto de manifiesto la presencia de triclosan en distintas
matrices medioambientales, tales como aguas residuales y superficiales, sedimentos, lodos, e incluso
muestras de material bioldgico (musculo y grasa de pescado, leche materna, etc).

Sabaliunas y colaboradores [Sabaliunas D; 2003] afirmaron que es importante conocer los
procesos que determinan la estabilidad del TCS, y por tanto, su cantidad disponible en el medio
acuatico, para la estimacién de los posibles riesgos derivados de su presencia en el medio ambiente
Y, en caso necesario, establecer la correspondiente legislacion encaminada a controlar el uso de este
bactericida. En general, se observa que la distribucidon del TCS en el medio ambiente depende de
varios factores entre los que cabe destacar:

e El pH y la concentracion de sélidos en suspension.- El triclosan es una sustancia ionizable, y la

variacién en estos parametros modifica su distribucién en el medio acuatico, de modo que si
el pH aumenta, la relacidn triclosan ionizado/triclosan sin ionizar también se incrementa. Una
cantidad importante de materia particulada provoca un aumento del triclosan adsorbido en su
superficie, siempre que el pH del agua sea inferior al pK, del compuesto [Sabaliunas D;
2003][Tixier C; 2002].

e  Fotdlisis.- El triclosan es susceptible de sufrir una transformacion fotolitica en las aguas
superficiales, bajo la accidn de la luz solar. La extensidn de esta reaccidn es funcion del pH del
medio (se produce un incremento de un factor de 30 del rendimiento de la reaccién cuando el
pH se incrementa de 5.9 a 11.0) y de la cantidad de luz solar que recibe. En cualquier caso, la
fotodegradacion del triclosan sélo es significativa en la superficie de las masas de agua. Por
esta razon, los procesos de fotdlisis son importantes en aguas superficiales pero no en aguas
subterraneas o residuales [Ferrer I; 2004][Aranami K; 2007][Sanchez-Prado L; 2006 A y B].

e Biodegradacion.- El triclosan puede ser biodegradado por los organismos presentes en el
agua. Este proceso depende de la temperatura del medio y de la profundidad. Por ejemplo, la
bacteria Achromobacter Xylosoxidasas degrada el triclosan en la superficie de las particulas en
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suspension generando como producto principal de degradacién el 2,4-diclorofenol, del mismo
modo que el alga Scenedesmus Subspicatus [Tixier C; 2002][Orvos DR; 2000].

e  (Cloracion.- En presencia de cloro libre, el triclosan puede sufrir la halogenacién de su anillo
fendlico, dando lugar a los tetra y al penta closano, y a dos productos de ruptura de su
molécula, el 2,4-diclorofenol y el 2,4,6-triclorofenol [Rule KL; 2005][Canosa P; 2005 A].

Actualmente, existen multiples estudios en los que se evalla la concentracidn de triclosan
en distintos tipos de matrices medioambientales. En el caso de muestras acuosas, las
concentraciones varian enormemente entre aguas residuales y aguas superficiales, pero también en
distintas zonas del planeta. Con estos datos, se pueden valorar los porcentajes de eliminacién de
triclosan por parte de las estaciones depuradoras de agua residual. Se estima que durante los
tratamientos primarios se elimina entre un 7 y un 48 % del compuesto [Sabaliunas D; 2003][van
Stee LLP; 1999], mientras que en el tratamiento secundario, la eliminacién es del orden del 81-95.5
% [Lee HB; 2003][Bester K; 2003], tabla I.2. En cualquier caso, estos valores deben considerarse con
suma precaucion, puesto que hacen referencia Unica y exclusivamente a las concentraciones del
compuesto en disolucion, sin tener en cuenta la fraccién adsorbida en el lodo.

Tabla I.2. Niveles de triclosdn en agua residual tratada y sin tratar.

Agua residual sin tratar =~ Agua residual tratada

Localizacién Referencia
(ng/mL) (ng/mL)
1.3-37.8 0.4-22.1 Agiiera A; 2003
Espaiia (Almeria) 2.3-562 0.1-269 Mezcua M; 2004
0.39-4.2 0.08-0.40 Gémez MJ; 2007
" Espafia (Barcelona) na 0.045 & Kuster M; 2008
 Espafia (Corufia) 0.195-0.228 nd  QuintanalB;2007
'''''''''''''' 0613 011065  EnvProys61;2008
Suiza
0.584-1.3 0.070-0.65 Lindstrom A; 2002
'''''''''''''''''''''''''''''''''''''' 0115 <02  EnvProyse1; 2008
. 0.38 0.16 Bendz D; 2005
Suecia
0.09-0.7 na Paxéus N; 2004
na nd-0.50 Paxéus N; 1996
'''''''''''''''''''''''''''''''''''''''' nd  nd  QuintanaJB;2004
Alemania 1.1-1.3 0.043-0.059 Bester K; 2003
0.01-0.6 na Bester K; 2005
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Agua residual sin tratar ~ Agua residual tratada

Localizacién Referencia
(ng/mL) (ng/mL)
Dinamarca 1.6-3.0 <1-1.8 Env Proy 861; 2003°
''''''''''''''''''''''''''''''''''''' 59219 0341335  SabaliunasD;2003
Reino Unido
<3.1 nd Kanda R; 2003
_________ Noruega 0.04328 016048  \Weigels;2004
_____________________________________ 1661 00200035  HaldenRU;2005
3.8-16.6 3.4-8.0 Mc Avoy D; 2002
3-14 0.16-0.46 Shelver WL; 2007
Estados Unidos 1.3 <0.002 Vanderford SA; 2006
1 na Stackelberg PE; 2004
na 0.072 Thomas PM; 2004
na 0.01-0.02 Boyd GH; 2003
~ México 066204 nRa Gibson R; 2007
0.37-3.24 0.03-0.74 Lee HB; 2003
0.87-1.83 na Lee HB; 2005
Canada
na nd Boyd GH; 2003
na 0.063 Hua W; 2005

Australia na 0.023-0.434 Ying GG; 2007

nd: por debajo de los limites de deteccion
na: no analizado
*http://www.mst.dk/udgiv/Publications/2003/87-7972-984-3/HTML/kap04_eng.htm

Salvo alguna excepcidn, el nivel medio de triclosan en el agua residual sin tratamiento es del
orden de 2 ng/mL, mientras que en el agua residual tratada, los niveles son inferiores a 0.1 ng/mL.
En general, el porcentaje de eliminacién del triclosan por parte de las estaciones depuradoras de
agua residual oscila entre un 40 y un 100 %. Todo ello dependera del tipo de tratamiento que reciba
el agua residual, siendo el mas efectivo el tratamiento con lodos activos [Heidler J; 2007][Thompson
A; 2005].

Los niveles de TCS presentes en otras matrices acuosas se resumen a continuacion, tabla 1.3.
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Tablas 1.3. Niveles de triclosdn en otras muestras de agua.

Concentracién

Tipo de muestra Localizacién Referencia

(ng/mL)

0.032 Noruega Bones J; 2006
Aguadegrifo <_0_7§4 ______________________________________________ L ;};{E{GATE&&% ______ B
Estados Unidos
<0.001 Vanderford SA; 2006
Agua grifo (previo _______________. ______________________________________ B
1.43 Estados Unidos Loraine GA; 2006

tratamiento)

Agua manantial 0.001-0.0012 México Gibson R; 2007
nd Espafia (A Corufia) Quintana JB; 2007
nd QuintanaJB; 2004
Alemania
0.003-0.010 Bester K; 2005
"""" 0.003-0014 _ lLindstromA;2002
Suiza
0.081-0.130 Barber LB; 2006
"""""" 014  Dinamarca  FEriksonE;2003
0087 Noruega Bones); 2006 )
Rio nd  BoydGH;2003 -
0-0.14 Kolpin DW; 2004
Estados Unidos
0.009-0.035 Zhang S; 2007
0.01-0.12 Coogan MA; 2007
______ 0.004-0008 Camadd  Huaw;2005
"""" 0.026-0038 __ wuly2007
China
0.035-1.023 Peng X; 2008
<0.075 Australia Ying GG; 2007 )
0.02 Suiza  singerH;2002 -
lago <0010 | Estados Unidos Vanderford SA; 2006
"""""" nd  Canadd = BoydGH;2003
''''''''''''''''' nd  Noruega  Weigels;2004
Mar ©0.016-0.099 China Wull;2007 )
"""" 0.055-0.134  Japén  Nishi;2008

nd: por debajo de los limites de deteccion

Aunque los valores de triclosan encontrados en aguas de rio y lago son inferiores a los
presentes en las aguas residuales, debido a su alta lipofilia, este compuesto es susceptible de

14



Triclosan y compuestos relacionados

bioacumularse en animales y plantas presentes en ecosistemas que sufren continuas descargas de
agua residual. Dentro de los organismos vivos, se ha estudiado la presencia del triclosan en peces de
rio. Alaee y Valters [Alaee M; 2003][Valters K; 2005] cuantificaron niveles de triclosan en plasma del
orden de 0.61-10.4 ng/g, mientras que Adolfsson-Erici [Adolfsson-Erici M; 2002] y Houtman
[Houtman CJ; 2004] analizaron bilis de pescado para determinar las concentraciones de triclosan
presentes en este organismo. Los valores cuantificados oscilaron entre 10-710 ng/g (referido a peso
total) y 14-80 pg/mL (referido a bilis), respectivamente. En algas, las concentraciones fluctuaron
entre 10 y 146 ng/g [Coogan MA; 2007].

La distribucion del triclosan también ha sido estudiada en matrices sélidas, principalmente
en lodos procedentes de estaciones depuradoras de agua residual y sedimentos de rios que reciben
descargas de agua residual tratada. Debido a su alto caracter lipofilico, cabe esperar que los niveles
sean mucho mas elevados en estas muestras que en aguas residuales o superficiales, tabla 1.4.

Tabla 1.4. Niveles de triclosdn encontrados en muestras de lodo y sedimento.

. Concentracion L, .
Tipo de muestra Localizacién Referencia

(ng/g)
Sedimento rio nd-0.036 Espafa (A Corufia) Morales S; 2005

Suelo 0.0006-0.009 Estados Unidos Xu J; 2008

*http://www.mst.dk/udgiv/Publications/2003/87-7972-984-3/HTML/kap04_eng.htm

Tal como se muestra en la tabla anterior, los niveles de triclosan en los lodos de depuradora
son hasta 1000 veces superiores a los detectados en las aguas residuales sin tratar. En ocasiones,

15



Introduccidn

estos lodos son utilizados como abonos. Por ello, es necesario controlar de algin modo la
distribucion del triclosdn en esta matriz sélida [Heidler JL; 2007].

Por ultimo, cabe destacar estudios en los que se evalud la presencia de triclosan en leche
materna, en plasma humano y orina procedente de individuos que usaban productos de cuidado
personal que contienen en su formulacidn este bactericida. Los niveles detectados en leche materna
estuvieron comprendidos entre 0.022 y 9 ng/g [Allmyr M; 2006 A y B][Adolfsson-Erici M;
2002][Dayan AD; 2007]. En plasma, los niveles oscilaron entre 0.4 y 38 ng/g [Allmyr M; 2006 B] y en
orina fueron del orden de 127 ng/mL [Ye X; 2005].

Los posibles productos de transformacion del triclosan también han sido analizados en las
matrices anteriormente indicadas. Quizd el mds importante de todos ellos, y directamente
relacionado con él, es el metiltriclosan, generado principalmente en las plantas depuradoras como
producto de biometilacion. En los lodos, sus concentraciones estan comprendidas entre 0.05-0.45
ug/g [Mc Avoy D; 2002], mientras que en influentes y efluentes los valores oscilan entre 0.001-0.04 y
0.002-0.011 ng/mL [Irgasan; 1998]. Son las matrices bioldgicas aquellas en las que se ha analizado
exhaustivamente la presencia del metiltriclosan, principalmente en peces de rio. Balmer vy
colaboradores cuantificaron niveles de metiltriclosdn del orden de 1-300 ng/g, referido a tejido
graso, en truchas procedentes de un lago sueco en donde los niveles de metiltriclosan en agua eran
de 0.02-1.2 ng/L [Balmer ME; 2004]. Niveles similares de metiltriclosan fueron encontrados uno y
dos afios después del primer muestreo en ese mismo lago (nd-233 ng/g y 130-2100 ng/g en lipidos,
respectivamente) [Valters K; 2005][Buser HR; 2006]. En el plasma de pescado los niveles de
metiltriclosan cuantificados son 1000 veces inferiores a los encontrados en grasa debido a la elevada
lipofilidad de este compuesto (log K., 5.1) [Alaee M; 2003].

Los clorofenoles relacionados con el triclosan: el 2,4-diclorofenol, 2,3,4-triclorofenol
[Onodera S; 1998] y el 2,4,6-triclorofenol [Canosa P; 2005 A y B][Rule KL; 2005] también fueron
cuantificados en algunos estudios. Para el 2,4-diclorofenol, se han detectado concentraciones en el
influente de una depuradora del orden de 0.03-0.20 ng/mlL, mientras que para el efluente
correspondiente, los niveles oscilaron entre 0.01 y 0.21 ng/mL, con lo que se concluyé que
practicamente no hay eliminaciéon de este compuesto [Lee HB; 2003]. Para el caso de los dos
triclorofenoles supuestamente relacionados, es el 2,4,6-triclorofenol el que presenta mayores
niveles de concentracion en el influente (0.02-0.1 ng/mL) frente al 2,3,4-triclorofenol [Eriksson E;
2003]. Concentraciones similares de 2,4,6-triclorofenol fueron detectadas por Quintana y
colaboradores [Quintana JB; 2007] en agua residual no tratada.
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Los clorofenoles relacionados con el triclosan no sélo fueron analizados en muestras de
agua residual, sino que también fueron detectados en orina. El grupo de Ye [Ye X; 2005] encontré
2,4-diclorofenol y 2,4,6-triclorofenol a niveles de 1.9 y 0.5 ng/mL, respectivamente, en esta matriz.

Otros compuestos relacionados con el triclosan son los closanos clorados. Estos son
derivados halogenados del triclosan los cuales se forman en presencia de cloro en el medio acuoso.
Mc Avoy y colaboradores detectaron estos compuestos en agua residual sin tratar y agua residual
tratada a niveles inferiores a 0.6 ng/mL, mientras que en el lodo la concentracién media de estos
fenoxifenoles tetra- y pentaclorados fue de 0.42 pg/g [Mc Avoy D; 2002].

Por ultimo, las dioxinas relacionadas con el triclosan se han detectado en aguas residuales
sin tratar y tratadas a niveles de 0.02-8.9 ng/mL y 0.004-0.4 ng/mL, respectivamente [Mezcua M;
2004].

1.5. Productos de transformacién del triclosan

El triclosan, como producto de cuidado personal, presenta una baja toxicidad aguda y un
porcentaje apreciable de eliminacién o degradacién medioambiental. Como resultado de procesos
naturales o industriales (por ejemplo, el tratamiento de aguas residuales) parte del triclosan sufre
procesos de mineralizacién completa [Federle TW; 2002][Heidler J; 2007]. Sin embargo, una fraccion
apreciable del mismo es introducido en el medio ambiente donde puede transformarse en otros
compuestos clorados, como por ejemplo, el metiltriclosan, las dioxinas, clorofenoles y otros closanos
clorados, los cuales poseen una elevada toxicidad y/o un importante caracter bioacumulativo.

1.5.1. Closanos policlorados y clorofenoles

En relacién a la formacién de derivados clorados del triclosan, la primera referencia
existente se remonta a 1987. Onodera y colaboradores [Onodera S; 1987] observaron la formacién
de 2,4-diclorofenol, 2,3,4-triclorofenol, 4,5-dicloro-2-(2,4-diclorofenoxi)fenol [tetraclosano Il], 5,6-
dicloro-2-(2,4-diclorofenoxi)fenol  [tetraclosano I] 'y 4,5,6-tricloro-2-(2,4-diclorofenoxi)fenol
[pentaclosano] cuando trataban agua residual conteniendo triclosan con hipoclorito sédico.
Kanetoshi y colaboradores [Kanetoshi A; 1987] también identificaron los tres closanos anteriores
como resultado de la inmersion de tejidos tratados con triclosan en una disolucién de hipoclorito
sédico.

Aifos mas tarde, el grupo de Rule [Rule KL; 2005] estudié la cinética de reaccion del
triclosan en agua clorada. Al igual que Onodera y Kanetoshi, observaron la aparicion de los closanos
anteriores y el 2,4-diclorofenol, aunque el triclorofenol que identificaron fue el 2,4,6-triclorofenol.
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Estos resultados fueron obtenidos paralelamente al trabajo llevado a cabo en esta Tesis Doctoral
[Canosa P; 2005 A)]. Trabajos posteriores del grupo de Rule demostraron la evolucién de los
compuestos anteriores a cloroformo [Fiss EM; 2007].

La formacién de 2,4-diclorofenol no solamente es debida a reacciones de halogenacién y
posterior ruptura del enlace éter, sino que cierto tipo de algas y bacterias, son capaces de
transformar el triclosan en 2,4-diclorofenol [Orvos DR; 2000]. Ademas, se forma en procesos de
cloracién de fenoles, procedentes de acidos humicos y fulvicos, en agua desinfectada con cloro libre.
El 2,4,6-triclorofenol se genera por sucesivas sustituciones del diclorofenol [Patnaik P; 2000].

Con respecto a la toxicidad de estas sustancias, el 2,4-diclorofenol es conocido por ser un
potencial disruptor endocrino [Graovac M; 1995][Mol HGJ; 2002]. Los fenoles, y en general, los
fenoles clorados, son tdxicos a concentraciones de partes por billén (ng/mL). La Agencia de
Proteccion Medioambiental (EPA) recomienda que el agua potable no contenga mas de 0.03 pg/mL
de fenoles clorados para exposiciones de 1 a 10 dias en el caso de un adulto sano
[http://www.atdsr.cdc.gov/e/toxfags/estfacts107.html]. Ademas, el 2,4-diclorofenol estd incluido
en la lista de candidatos de contaminantes prioritarios de la EPA [http://www.epa.gov/iris].

El 2,3,4-triclorofenol y el 2,4,6-triclorofenol son considerados predioxinas, ya que
experimentos de descomposicion térmica sobre cenizas muestran la formacién de dioxinas a partir
de estos compuestos [Hell K; 2000][Capdeville J; 2002]. Asimismo, el 2,4,6-triclorofenol esta
clasificado como posible carcinogénico [http://www.epa.gov/iris][Fiss EM; 2007], siendo los niveles
maximos permitidos de 0.012 pg/mL. Por dltimo, con respecto a los closanos policlorados, Kanetoshi
evalud una dosis letal media, LDsg, para ratones de entre 430 y 710 mg/kg [Kanetoshi A; 1992].

1.5.2. Dioxinas

El triclosan es conocido como una predioxina. Las dioxinas son sustancias altamente tdxicas
y consideradas por la EPA como contaminantes prioritarios, de modo que sus niveles en el medio
ambiente estan estrictamente controlados. La formacién de dioxinas a partir del triclosan, se puede
producir mediante dos vias:

» Via fotoquimica.- La formacion de dioxinas relacionadas con el triclosan, principalmente la 2,8-
diclorodibenzodioxina, puede llevarse a cabo mediante fotdlisis directa o indirecta.

-Fotolisis directa.- La formacion de dioxinas mediante fotdlisis directa es mas rapida a pH
superior al pK, del triclosdn [Sanchez-Prado L; 2006 A]. El grupo de Arnold [Arnold WA; 2003]
estudio la fotodegradacion del TCS a distintos pHs y longitudes de onda. La longitud de onda maxima
de absorcidn en el espectro del triclosan corresponde a 279 nm, mientras que para la especie
desprotonada es de 292 nm, coincidiendo en la zona del ultravioleta cercano. De este modo,
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evaluaron la vida media del triclosan en agua en funcion de la época del afio (cantidad de luz) y de la
forma quimica existente, tabla I.5.

Tabla I.5. Tiempo de vida media del triclosdn en funcion de la forma existente y de la época del afio.

Tiempo de vida media Forma protonada Forma desprotonada
Verano 2.55 horas 6.15 minutos
Invierno 5.5 dias 5.35 horas

También es importante la presencia de materia organica disuelta en el medio acuoso, ya
que el rendimiento de la reaccion disminuye en un 20 %, debido a la adsorcion del triclosan sobre la
superficie de las particulas en suspensién [Tixier C; 2002].

-Fotdlisis indirecta.- La formacidn de dioxinas también estd descrita mediante la fotdlisis
indirecta, debido a la reaccion del triclosan con los radicales hidroxilo o con el oxigeno singlete
generados por la accién de la radiacién solar. Tixier y colaboradores [Tixier C; 2002] estudiaron este
fendmeno y concluyeron que era muy favorable, debido a las altas constantes de velocidad de
reaccién y a la concentracion relativamente elevada de radicales en agua.

Mezcua [Mezcua M; 2004] y Ferrer [Ferrer |; 2004] estudiaron detalladamente los
productos que se generan en la fotdlisis del triclosan. Mezcua y colaboradores observaron la
formacién, como producto mayoritario, de la 2,7/2,8-dibenzodicloro-p-dioxina y evaluaron su
presencia en aguas residuales. Concluyeron que la concentracién maxima de dioxina se alcanzaba a
los 1000 minutos de exposicion solar. Ferrer y colaboradores investigaron la presencia de productos
intermedios generados en la degradacion fotoquimica del triclosan, utilizando como técnica de
deteccion la cromatografia de liquidos acoplada a un espectrémetro de masas de tiempo de vuelo.
Estos productos intermedios presentaron pérdidas de cloro, ruptura del enlace éter formando un
monoclorodihidroxilado, y sustituciéon de un dtomo de cloro por un grupo hidroxilo.

La velocidad de la reaccién de fotodegradacidn depende de si ésta se produce en agua dulce
0 en agua salada. Aranami y colaboradores [Aranami K; 2007] observaron que el tiempo de vida
media del triclosan en agua dulce es de 4 dias, frente a los 8 dias para el agua salada.

» Combustion de lodos conteniendo triclosdn.- El hecho de que se formen dioxinas mediante la

combustion de lodos es de gran relevancia, ya que se conoce que un 15-20 % del triclosan eliminado
en las plantas de tratamiento de agua residual, se adhiere a los lodos. En algunas estaciones
depuradoras, estos lodos son eliminados mediante incineracion.

19



Introduccidn

Kanetoshi y colaboradores [Kanetoshi A; 1987] estudiaron la pirolizacién del triclosan y
closanos clorados relacionados. Observaron la formacién de diversas dioxinas tricloradas,
tetracloradas, pentacloradas e incluso hexacloradas. En la siguiente tabla, se muestra el porcentaje
de dioxina generada respecto a la cantidad total de closanos, tabla I.6.

Tabla I.6. Porcentaje de dioxinas formado a partir de la combustion de lodos conteniendo triclosdn y
closanos relacionados.

% Dioxina formada en la combustion de los lodos

Di-CDD Tri-CDD Tetra-CDD Penta-CDD Hexa-CDD

TCS 42 - - - -
Tetra | -- 44 25 1 --
Tetra ll -- 22 46 - --
Penta -- -- 16 -- --

1.5.3. Metiltriclosan

El triclosdn puede ser biotransformado por diversos organismos en su anisol, el
metiltriclosan. Este compuesto es mucho mas estable frente a la degradacion fotoquimica,
bioacumulandose en los tejidos (principalmente en los lipidicos) de aquellos seres vivos expuestos a
descargas continuas de aguas conteniendo triclosan. Por lo tanto, puede ser considerado como un
marcador de los niveles de triclosan en aquellos medios que sufren descargas de aguas residuales
[Balmer ME; 2004][Lindstrom A; 2002]. Ademads, los niveles de metiltriclosan detectados son
superiores en los efluentes de las plantas depuradoras frente a los influentes, lo que indica que se
genera principalmente en las depuradoras de agua residual [Coogan MA; 2007].
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Il. PARABENES

2.1. Definicidn, estructura y propiedades de los parabenes

Los parabenes son esteres del acido 4-hidroxibenzoico ampliamente utilizados como
estabilizantes y preservativos en cosméticos, jabones, alimentos, etc. Los mas empleados son el
metilparaben o parahidroxibenzoato de metilo (E-218), el etilparaben o parahidroxibenzoato de etilo
(E-214), el propilparaben o parahidroxibenzoato de propilo (E-216), butilparaben o
parahidroxibenzoato de butilo y el bencilparaben o parahidroxibenzoato de bencilo en niveles
inferiores al 0.8 % (p/p), expresados como &cido parahidroxibenzoico. Las estructuras de los
parabenes junto con la del acido del que proceden se muestran en la figura II.1.

Figura I.1. Estructura del metilparaben (MeP), etilparaben (EtP), propilparaben (PrP), butilparaben
(BuP), bencilparaben (BzP) y del dcido p-hidroxibenzoico (ApOH).
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Los parabenes son sélidos relativamente solubles en agua e hidroliticamente estables que
presentan mayor caracter hidrofébico al aumentar el tamafio de su cadena hidrocarbonada. En la
tabla Il.1, se muestran las propiedades fisico-quimicas mas relevantes de los mismos.
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Tabla I1.1. Propiedades fisico-quimicas de los parabenes y el dcido p-hidroxibenzoico.

Propiedades MeP EtP Prp \ BuP \ BzP \ ApOH
Pm (g/mol) 152.15 166.17 180.20 194.23 228.24 138.12
pK, 8.30 8.30 8.20 8.22 8.20 4.57
Log Koy, 1.86 2.40 2.90 3.46 3.60 1.40
Punto ebullicién (2C) 265 297 294 309 390 336
Punto fusion (2C) 116 120 125 129 168 171

P vapor (Torr) 55510° 7.5910" 9.3010" 3.5610" 1.2410° 4.4810°
Solubilidad, pH 3 (g/L) 64 25 12 5 1.2 8.3
Solubilidad, pH 7 (g/L) 67 25 12 5 1.2 1000
Solubilidad, pH 9 (g/L) 377 140 81 35 8.9 1000

2.2. Aplicaciones

Los ésteres del acido p-hidroxibenzoico (parabenes) son ampliamente utilizados como
preservativos en productos de cuidado personal y en alimentos. Son activos frente hongos y
levaduras y contra algunos microorganismos Gram + y Gram -, provocando disrupcién en los
procesos de transporte de membrana, inhibicidn de la sintesis de ADN y ARN o uniéndose a enzimas
(ATPasas y fosfotransferasas) clave para el desarrollo de las bacterias [Valkova N; 2001].

Los parabenes no estan incluidos en el Anexo | de la lista de sustancias peligrosas de la
Directiva 67/548/CE; sin embargo, la directiva 76/768/CE de la Unidn Europea restringe sus niveles
en cosméticos a una concentracion maxima de 0.4 % para cada uno, 6 0.8 % (expresado como acido)
para mezclas de los mismos [Borremans M; 2004]. Debido a su sinergia de actuacién y a que su
toxicidad relativa aumenta con el tamafio de la cadena, es importante tenerlos en cuenta a la hora
de preparar mezclas de los mismos para minimizar los riesgos al consumidor [Charnock C;
2007][Doron S; 2001].

Como aditivos en cosméticos, el metilparaben y el propilparaben son los mas utilizados en
un rango de concentraciones normalmente inferior a 0.3 % y 0.1 % respectivamente, aunque pueden
llegar a encontrarse niveles préximos al 1 %. Debido a su gran estabilidad térmica a diferentes pHs, y
a su escasa adsorcién sobre la superficie de los envoltorios, son ampliamente utilizados en cosmética
e incluso son usados como antimicrobianos en alimentos. De hecho, se afiaden en bebidas
alcohdlicas, productos congelados, gelatinas, pulpa de tomate, zumo de frutas, siropes, etc, en
donde sus niveles oscilan entre 450-2000 pg/g, lo que supone una ingesta de 4-6 mg/Kg/dia para un
adulto [Darbre PD; 2004]. También se incorporan en farmacos, supositorios, anestésicos, colirios,
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pildoras, jarabes e inyectables en concentraciones inferiores al 1 % [Soni MG; 2002][Peck AM;
2006].

En la naturaleza también pueden encontrarse en algunas frutas, vino blanco, e incluso se ha
descubierto que el metilparaben actlia como una feromona en los perros [Soni MG; 2002].

2.3. Toxicidad

El comité cientifico de alimentacion de la Unién Europea establecié una ingesta diaria
aceptable (Aceptable Daily Intake) para los parabenes del orden de 10 mg/kg, expresado como la
suma de MeP, EtP y PrP y de sus sales sddicas [Harvey PW; 2004 A y B].

No existe una legislacion respecto a las dosis considerada como téxica, pero la Directiva
Europea de Cosméticos 76/768/CEE, en su Anexo VI, indica que los niveles maximos en cosméticos
no deben superar el 0.4 % como compuestos individuales y el 0.8 % para mezclas de los mismos.
Muchos estudios indican que no son mutagénicos, pero que pueden causar aberraciones
cromosdémicas, particularmente en presencia de bifenilos policlorados. A nivel celular pueden
provocar disrupcion de la funcidn celular a través de la inhibicién de los lisosomas [Darbre PD; 2004].

Los parabenes se encuentran en una gran variedad de productos en bajas concentraciones.
Su importancia viene dada por la exposicién continua a la que esta sometida la poblacién [Byford JR;
2002]. Son adsorbidos inmediatamente por el tracto gastrointestinal y por la sangre, hidrolizados al
acido p-hidroxibenzoico o su conjugado, y excretados por la orina. También son adsorbidos por la
piel y gracias a las carboxilesterasas, se convierten en el acido p-hidroxibenzoico [Pugazhendhi D;
2005].

En contacto con la piel, son acumulados en los componentes grasos de los tejidos humanos
debido a sus moderados coeficientes de particion octanol/agua (logK.,, 1.8 a 3.6). Ademas, algunos
estudios recientes mostraron la presencia de parabenes en los canceres de mama (niveles inferiores
de 20 ng/g), de modo que se especula con que puedan influir en el crecimiento y desarrollo de los
tumores [Darbre PD; 2004 y 2006][Harvey PW; 2004 A y B][Zhang Q; 2005]. Estudios in vitro,
utilizando las células cancerosas MCF-7, muestran que tienen la capacidad de desplazar al 17-B-
estradiol del receptor estrogénico citosélico, responsable de la proliferacion y crecimiento de
tumores mamarios [Golden R; 2005]. En estudios in vivo con roedores, se observé un incremento en
la pared vaginal y en el peso del Gtero en hembras, y disminucién de la calidad del esperma en
machos, cuando se les aplicd tépicamente un preparado conteniendo en su formulacion los
parabenes. Su subproducto mas importante, el acido p-hidroxibenzoico, aplicado tdpicamente
provoco estos efectos a niveles de 5 pg/g, 500 veces superior a la dosis de 17-B-estradiol necesaria
para provocar la misma respuesta [Golden R; 2005].
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Dentro de los parabenes, el mas potente como disruptor endocrino es el butilparaben, aun
asi, su caracter estrogénico es 10 000 veces inferior que el 17-B-estradiol, por lo que los niveles a los
que estamos expuestos no deberian afectar al ser humano [Byford JR; 2002][Harvey PW; 2004 y
2006].

Los efectos del butilparaben sobre hormonas tiroideas y reproductoras en el hombre fueron
estudiados por Janjua y colaboradores [Janjua NRQ; 2007]. La administracién cutanea del
butilparaben, en preparados conteniendo un 2 % de este compuesto, durante dos semanas
consecutivas a niveles de 2-3 mg/cmz, dié lugar a una concentracidon de 135 ng/mL en suero. La
cantidad encontrada parece no modificar los niveles de hormonas tiroideas y sexuales.

El mayor problema que pueden desencadenar estos compuestos son los productos de
reaccion que se puedan generar en los distintos medios. Asi, en aguas potables, en presencia de
cloro a niveles bajos (ug/mL), los parabenes son susceptibles de transformarse en compuestos
mono- y dihalogenados, cuyas posibles repercusiones en el medio ambiente y en el ser humano son
desconocidas [Alum A; 2004][Canosa P; 2006 A].

2.4. Distribucion en el medio ambiente

Los parabenes, al igual que el triclosan, son introducidos en el medio acudtico por la
continua descarga de agua residual, asi como el vertido directo de detergentes, jabones o productos
que puedan contener en su formulacidén estos compuestos.

Los parabenes, en general, son estables en medio acuoso a diferentes pHs y a elevadas
temperaturas. Por otra parte, su moderado coeficiente de particion octanol-agua indica la
posibilidad de ser adsorbidos en matrices sdlidas, principalmente en medios acidos, ya que a pH
basico su solubilidad se ve incrementada unas 50 veces.

Son fotoquimicamente estables, de modo que en presencia de luz no se descomponen,
pero, en cambio, son biodegradables por organismos dando lugar al acido parahidroxibenzoico,
considerado un potencial disruptor endocrino. Estudios de cloracién en agua realizadas en la
presente Tesis Doctoral, mostraron la posibilidad de transformarse en compuestos clorados en
tiempos relativamente cortos al igual que el triclosan [Canosa P; 2006 Al].

Algunos trabajos han evaluado su presencia en el medio acuatico. En aguas de rio, se han
detectado niveles inferiores a los 80 ng/L para el propil, etil y metilparaben [Benijts T; 2004][Canosa
P; 2006 B]. En aguas residuales, también se ha analizado la presencia de los parabenes, siendo el
propilparaben la especie mayoritaria [Lee HB; 2005]. En general, las concentraciones detectadas de
estos compuestos son inferiores a 2.5 ng/mL para agua residual sin tratar, mientras que el efluente
de la planta depuradora presenta niveles inferiores a 100 ng/L. En la tabla 11.2 se resumen los niveles
descritos en la bibliografia en matrices acuosas.
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Tabla I1.2. Concentracion de parabenes en aguas residuales y superficiales.

Tipo de EtP PrP BuP BzP . ,
Localizacién ~ Referencia
muestra (ng/mL) (ng/mL) (ng/mL)  (ng/mL)
Influente 0.10-1.47  0.02-0.27 0.20-2.43 0.02-0.26 nd Canada Benijts T; 2004
Influente 2.6 0.6 na na na Dinamarca  Eriksson E;2003
Efluente 0.02-0.03 <0.01 <0.01-0.04 <0.01 nd Canada Benijts T; 2004
Efluente nd-0.30 <0.1-0.2 <0.1-0.3 na nd Suecia Paxéus N; 1996
Efluente 0.002 nd 0.003 na na Bélgica Benijts T; 2004
Efl.industrial 0.004 nd 0.006 na na Bélgica Benijts T; 2004
Rio 0.025 nd 0.078 na na Bélgica Benijts T; 2004

nd: por debajo de los limites de deteccion
na: no analizado

Su presencia en lodos, procedentes de las plantas depuradoras de agua residual todavia no
ha sido estudiada, en cambio, su distribucidn en atmdsferas interiores fue evaluada por Rudel y
colaboradores [Rudel RA; 2003]. Estos autores investigaron los niveles de MeP, EtP y BuP en aire y
polvo de 120 hogares estadounidenses, encontrando los niveles de concentracidon que se muestran
en la tabla I1.3.

Tabla I1.3. Distribucion de parabenes en atmdsferas interiores [Rudel RA; 2003].

MeP EtP BuP
Aire (ng/m’) nd-21 nd-4 3.2
Polvo (ug/g) nd-8.24 nd-2.18 nd-0.223

nd: por debajo de los limites de deteccion

En relacién a las matrices bioldgicas, la deteccién de parabenes en tumores mamarios ha
destapado la alarma sobre la posible relacidon existente entre el uso de cosméticos conteniendo
parabenes en su formulacidén y el posible desarrollo de cancer de mama. El grupo de Darbre,
dedicado al estudio toxicoldgico de los parabenes, analizd tumores de 20 individuos con cancer de
mama. Todas las muestras fueron positivas, siendo los niveles maximos detectados de 12.8 ng/g
para MeP, 2 ng/g para EtP, 2.6 ng/g para PrP y 2.3 ng/g para BuP [Darbre PD; 2004]. Los parabenes
también han sido detectados en fluidos bioldgicos como leche materna [Ye X; 2008 A] y en suero
humano [Ye X; 2008 B] a niveles del orden de los bajos ng/mL.
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2.5. Productos de transformacion de los parabenes

2.5.1. Acido p-hidroxibenzoico

El acido p-hidroxibenzoico es un producto de degradacion de los parabenes. Estudios con
animales muestran que los parabenes son adsorbidos inmediatamente por el tracto intestinal y por
la sangre, hidrolizados al 4cido correspondiente dando lugar a su conjugado glucurdnido, siendo éste
excretado por la orina. Los parabenes también pueden ser adsorbidos rapidamente por la piel en
donde las carboxilesterasas son capaces de hidrolizarlos al acido, que penetrara por via dérmica en
el organismo. El dcido p-hidroxibenzoico se caracteriza por tener propiedades estrogénicas similares
al estradiol, tanto en ensayos in vivo como in vitro [Pugazhendhi D; 2005][Darbre PD; 2006][Golden
R; 2005].

2.5.2. Productos de halogenacion

Cuando los productos de cuidado personal entran en contacto con agua de grifo clorada, el
cloro presente en el agua puede reaccionar con los parabenes presentes en su formulacion.

En su estructura, los parabenes presentan un éster y en posiciéon para al mismo, un grupo
hidroxilo. El grupo hidroxilo es un grupo dador, de modo que los pares electrénicos no compartidos
se deslocalizan en el anillo aumentando su densidad electrdnica, sobre todo en las posiciones orto y
para al mismo. Por otra parte, el grupo éster es lo que se denomina un grupo desactivante en orto y
para, dirigiendo la sustitucion electréfila aromatica hacia la posicién meta. Estas dos contribuciones
favorecen la introduccidon de electréfilos en las dos posiciones en orto al grupo hidroxilo. Los
productos derivados de esta reaccion en aguas cloradas son el 3-cloro-4-hidroxibenzoato de alquilo y
3,5-dicloro-4-hidroxibenzoato de alquilo. Del mismo modo, la presencia de bromuro en las aguas
naturales, principalmente de ciudades costeras, en niveles del orden de 2-660 ng/mL, hace posible
que reaccione con el anillo aromatico mediante una sustitucion electrdfila aromatica cuando es
oxidado a bromo en presencia de cloro [Richarson SD; 2003][von Gunten U; 2003]. Por lo tanto, es
posible también la formacién de hidroxibenzoatos de alquilo bromados. En general, estos
compuestos son mas lipofilicos que los parabenes (log K,,, 2.48-6.78), de modo que tendrian mayor
tendencia a bioacumularse en los tejidos, y por lo tanto a ser potencialmente mas tdxicos,
principalmente los bromados [Hansch C; 1972], aunque, a dia de hoy, no hay ningln estudio que
demuestre estos datos. Por otra parte, su solubilidad es mayor a pHs en torno a 7, debido a que sus
pKas oscilan entre 3.1 y 6.78, con lo que cabe esperar que se encuentren mayoritariamente en
disolucién acuosa.
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IIl. METODOLOGIA ANALITICA

El fin de cualquier metodologia de preparacion de muestra es disponer del analito en el
estado mas “puro” posible y en un disolvente compatible con la técnica de determinacidn utilizada.
Para ello, en la mayoria de los problemas analiticos es necesario realizar una primera etapa en la cual
aislaremos los analitos de la matriz que los contiene consiguiendo su purificacidon y concentracién. En
muchos casos, es inevitable una etapa de transformacion de los analitos, variando una serie de
propiedades de los mismos para facilitar su determinacién.

En este trabajo se han considerado distintos tipos de muestras, sélidas y liquidas, utilizando
diversas técnicas de preparacion de muestra que describiremos a continuacion en funcién del tipo
de matriz a la cual se aplican.

3.1. Preparacion de muestra para matrices acuosas

Las matrices acuosas suelen contener los compuestos a concentraciones muy inferiores a
los limites de deteccién de los equipos utilizados en la etapa de determinacién. Ademas, es muy
probable que la matriz no sea compatible con la técnica de medida, por lo cual suele ser necesaria
una etapa de preparacién de muestra que, sobre todo en matrices medioambientales, nos permita
concentrar los analitos y a su vez separarlos de otros compuestos que puedan interferir en su
determinacion.

Entre los métodos preparacion de muestra empleados en esta Tesis Doctoral figuran la
extraccion liquido-liquido (LLE), la extraccion en fase sélida (SPE) y la microextraccion en fase sélida
(SPME).

3.1.1. Extraccion liquido-liquido (LLE)

La extraccion liquido-liquido es una técnica de preparacién de muestra en la cual se produce
una transferencia de los analitos desde una fase, generalmente acuosa, a otra organica,
transferencia regida por una constante de reparto. El mayor problema derivado de esta técnica es el
gran consumo de disolventes, con el correspondiente gasto y problema medioambiental.

La LLE ha sido utilizada para extraer triclosan [Graovac M; 1995][Bester K; 2003 y 2005]
[Sabaliunas D; 2003], metiltriclosan [Shelver WL; 2007], clorofenoles [Hanada Y; 2002][Mol HGJ;
2002] e incluso los compuestos policlorados procedentes de la halogenacion del triclosan [Okumura
T; 1996] en muestras de agua residual y agua superficial. En estos trabajos, el pH de la muestra se ha
ajustado a 2, y la extraccién ha sido llevada a cabo con hexano, tolueno o diclorometano. El extracto
obtenido es concentrado a un volumen conocido y derivatizado con diazometano [Kanda R; 2003],
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anhidrido acético [Adolfsson-Erici M; 2002], o agentes sililantes [Sabaliunas D; 2003][Shelver WL;
2007] para su posterior analisis por cromatografia de gases. Ademas de para matrices acuosas, la LLE
se ha utilizado como técnica de extraccidn del triclosan de alimentos, potencialmente contaminados
por una posible migracién del bactericida desde el film protector, en zumos, fiambres, etc [Sanches-
Silva A; 2005], y para determinar la cantidad de triclosan en los plasticos que lo contienen como
aditivo [Junker LM; 2004].

La extraccidn con disolventes organicos también se ha empleado en la determinacion de
triclosan y metiltriclosan en matrices bioldgicas, tales como orina [Sioufi A; 1997], plasma humano
[Birkel M; 1993][Sioufi A; 1997] y de pescado [Allmyr M; 2006 A y B][Alaee M; 2003], bilis
[Houtman CJ; 2004], leche materna [Adolfsson-Erici M; 2002][Allmyr M; 2006 A y B] y placa dental
[Rasmussen HI; 1996]. También se utilizd para extraer los parabenes en tejido tumoral de pacientes
con cancer de mama [Darbre PD; 2004]. En todas las aplicaciones descritas es necesaria una
purificacion posterior del extracto debido a la gran complejidad del mismo.

3.1.2. Extraccion en fase sélida (SPE)

La SPE se desarrollé a mediados de los afios 70 como alternativa a la LLE. Hoy en dia es una
de las técnicas de preparacion de muestra mas ampliamente utilizadas en el caso de matrices
liquidas o incluso gaseosas. Mediante la SPE, conseguimos concentrar y/o purificar los analitos
mediante su retencidn en una fase solida, o una fase liquida inmovilizada sobre un soporte sélido,
para a continuacién proceder a su elucion con un disolvente adecuado [Rodriguez I;
2000][Thurmann EM; 1998]. Entre las multiples ventajas que presenta destacan las siguientes:

. baja manipulacidn de la muestra

o alto poder de concentracion

° obtencion de extractos purificados con altas recuperaciones
. menor consumo de disolventes en comparacion con LLE

. ausencia de emulsiones

. posibilidad de automatizacion

. versatilidad en el tipo de adsorbentes utilizados [Camara C; 2002][Cela R; 2002].
El adsorbente de extraccion en SPE esta contenido en tres posibles formatos: discos,

cartuchos vy jeringas. El primero se utiliza principalmente para concentrar grandes volimenes de
muestra, entre 2 y 4 L [Loraine GA; 2006][Boyd GH; 2003 y 2004], permitiendo flujos de paso de
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liguido muy elevados debido a la escasa Figura lll.1. Distintos formatos de SPE: Jeringa,
resistencia al paso de muestra que poseen, Cartuchoy Discos.

mientras que los cartuchos y jeringas pueden
ser facilmente integrados en sistemas on-line
con el equipo de medida, generalmente un
cromatégrafo de liquidos. De este modo, la
manipulacidén de la muestra es minima, aunque
los volumenes concentrados son inferiores a los

empleados en las aplicaciones off-line [Bones J;
2006][Ye X; 2005 y 2006].

El proceso de concentracidon de la muestra en SPE consta de las siguientes etapas basicas,
descritas en la figura 111.2.

Figura Il1.2. Esquema de preparacion de muestra mediante SPE.

_— - 1.  Acondicionamiento de la fase
Pasodela Limpiezade Elucién de los
Acondicionamiento  yestra columna compuestos estacionaria.- Se hace pasar a través del

(\) (5 (\) cartucho un disolvente o mezcla de

G disolventes adecuados, eliminando asi las
impurezas, hidratando la fase
estacionaria y facilitando la transferencia

& .
de materia con la muestra.

2. Paso de la muestra a través del

material adsorbente.- El objetivo de esta

)

- etapa es retener cuantitativamente el
(1

Elucién de @
&®®  Analitos

interferencias

analito, consiguiendo ademas un cierto
grado de selectividad.
3. Lavado.- Se utilizan disolventes con gran afinidad por las interferencias.
4. Elucién.- Con un disolvente apropiado se recupera el analito de la fase adsorbente. Por lo general
se utiliza un pequefio volumen de disolvente organico, aunque también se puede realizar una
desorcion térmica [Cela R; 2002].

Las fases adsorbentes en SPE son similares a las empleadas en cromatografia de liquidos.
Las mas comunes son las de silices enlazadas, polimeros de tipo estireno-divinilbenceno, carbén
grafitizado, silicato de magnesio, silica gel y dxidos de aluminio (tabla Ill.1).
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Tabla I11.1. Adsorbentes mds comunes en SPE.

Adsorbente Tipo de fase Estructura
Octadecilsilano (C18) Invertida -Si-(CH,)17-CH3
Octilsilano (C8) Invertida -Si-(CH,);-CH;
Fenilsilano Invertida -Si-Ph
Silice Normal -Si-OH
Cianopropil Normal -Si-(CH,)s-CN
Diolsilano Normal -Si-(CH,),-CHOH-CH,0H
ScxX Cambiador iénico -Si-(CH,);3-SO5
SAX Cambiador idnico -Si-(CH,)3-N*(CH3);
CBA Cambiador idnico -Si-(CH,)5-CO0O°
Amberlita XAD-2 Polimérica Poliestireno-divinilbenceno
Bond Elut ENV Polimérica Poliestireno-divinilbenceno
Isolute ENV+ Polimérica Poliestireno-divinilbenceno
LiChrolut EN Polimérica Poliestireno-divinilbenceno
Oasis HLB Polimérica Divinilbenceno-vinilpirrolidona

Dentro de las aplicaciones encontradas para los analitos estudiados, la SPE es una de las
técnicas de concentracion de muestras acuosas mas utilizada. Para aguas residuales y superficiales,
los polimeros mas empleados son silices funcionalizadas y materiales poliméricos de fase reversa
como el C18 [Agliera A; 2003][Mc Avoy D; 2002][Benijts T; 2003] y el Oasis HLB [Singer H;
2002][Halden RU; 2005][Hua W; 2005][Benijts T; 2004]. Ademds hay alguna aplicacién en la que se
ha empleado adsorbentes mixtos conteniendo grupos funcionales apolares e intercambiadores
anidnicos (por ejemplo, Oasis MAX), para la extraccién conjunta de &acidos organicos, fenoles,
triclosan y parabenes [Lee HB; 2005]. Los eluyentes cominmente usados son acetato de etilo [Wu JL;
2007][Gémez MJ; 2007][Thomas PM; 2004], acetona [Gibson R; 2007][Paxéus N; 2004], metanol
[Lee HB; 2003][Quintana JB; 2004][Nakada N; 2006][Vanderford BJ; 2006][Bendz D; 2005] y
acetonitrilo [Heberer T; 1997].

También se ha seleccionado la SPE, combinada on-line, con cromatografia de liquidos (LC)
para extraer el triclosan y diversos clorofenoles en muestras de orina [Ye X; 2005] y leche materna
[Ye X; 2006]. En el caso de los parabenes, existen multiples estudios en donde la SPE ha sido
seleccionada para la extraccidén de estos aditivos en suspensiones de medicamentos [Rebbeck C;
2006], cosméticos [Shen HY; 2007], colutorios [Kokoletsi MX; 2005] e incluso aire [Rudel RA; 2003].
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3.1.3. Microextraccion en fase sélida (SPME)

La microextraccidn en fase sélida es una técnica de preparacién de muestra desarrollada por
Belardi y Pawliszyn en 1989 [Camara C; 2002][Pawliszyn J; 1997]. Se basa en la utilizacién de una
fibra de silice fundida recubierta de una fase adsorbente de naturaleza polimérica (figura I11.3). Los
analitos presentes en la muestra, por lo general, no se extraen cuantitativamente en la fibra, sino que
se establece un equilibrio entre las fases existentes en el vial en el que se lleva a cabo el proceso de
extraccién [Cela R; 2002]. A diferencia de la SPE, SPME no precisa de disolventes organicos y requiere
una manipulacién minima de la muestra.

Figura Il1.3. Dispositivo para SPME.
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El proceso de microextraccion en fase sélida se desarrolla en dos etapas basicas:
1. Etapa de extraccion: Se expone la fibra a la muestra contenida en un vial sellado para que se
produzca la migraciéon de los analitos desde ésta hasta la fibra durante un tiempo dado.
2. Etapa de desorcion de la fibra de SPME: Se introduce la fibra en el inyector de un sistema analitico
(cromatdgrafo de gases o de liquidos) donde los analitos seran desorbidos térmicamente o por
disolucion en la fase maovil [Cela R; 2002].

El muestreo puede llevarse a cabo de tres modos diferentes, segun las caracteristicas de los
analitos y de la muestra, esquematizados en la figura 1l1.4:
Extraccion directa o por _inmersion (A): Se introduce la fibra directamente en la muestra liquida,

produciéndose la migracion directa de los analitos desde la matriz hasta la fibra. Se suele seleccionar
cuando las muestras son relativamente sencillas y los analitos poco volatiles.
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Extraccion en espacio de cabeza (HS-SPME) (B): La fibra es expuesta al espacio de cabeza existente

sobre la muestra, de modo que los analitos pasan de la muestra al espacio de cabeza, y de ahi, al
recubrimiento polimérico. Es adecuado para compuestos volatiles en matrices que sufren
tratamientos drasticos (modificaciones de pH, digestiones acidas o basicas, etc), siendo ademas
selectivo con respecto a aquellos analitos de elevado peso molecular.

Microextraccion en fase sdlida indirecta o a través de una membrana (C): Entre la fibra y la muestra,

se sitia una membrana que evita el deterioro que se puede producir al analizar muestras complejas
en la modalidad de inmersion [Pawliszyn J; 1997]. Su mayor limitacién radica en la existencia de una
barrera fisica entre la muestra y la fibra, que ralentiza enormemente la cinética del proceso de
extraccion.

Figura lll.4. Modos de muestreo en SPME: A) Muestreo directo, B) Muestreo en espacio de cabeza y C)
SPME indirecta o con membrana.

La microextraccion en fase sélida es una técnica de equilibrio en la que se produce la
distribucion del analito en las distintas fases existentes en el sistema. Los equilibrios se producen
entre el polimero que recubre la fibra y la muestra, el espacio de cabeza y la muestra, y el
recubrimiento de la fibra y el espacio de cabeza. En condiciones de equilibrio, el balance de materia
anterior se resume en la siguiente ecuacion:

OO OO
CoV, =GV, +CIV, +CV,
donde C0 es la concentracion inicial de analito en la muestra, C;O, C:° y C;O son, respectivamente, la
concentracion en el espacio de cabeza, en la muestra y en la fibra tras alcanzarse el equilibrio. Por

otra parte, V; es el volumen de muestra, V, y Vi son los volumenes del espacio de cabeza y de la fibra.
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Los coeficientes de reparto entre las tres fases presentes en el vial de extraccién vienen

dados por:
K —Q K :Q K —Q
fh— _» hs £ fs — o
Ch CS Cs

Asi, la cantidad de analito en el recubrimiento de la fibra (n:C;OVf) se puede expresar
como:
n= KinKps VeCo Vs
KKV +K W, +V,

Cuando se alcanza el equilibrio:
Ks = Ken Kns

Y sustituyendo en la ecuacion anterior:

n= KfszCOVs
Ke Ve KV, +V

Cuando no existe espacio de cabeza, es decir, la muestra llena por completo el vial de
extraccion, el término K;V,, desaparece de la expresion anterior:

n= KfszCOVs
KV, +V,

Considerando que el volumen de la muestra acuosa (V;) es mucho mayor que el volumen del
recubrimiento de la fibra (V}), puede cumplirse que K5V<<V; en este caso:

n= Kfs Vf CO
Esto es, una vez alcanzado el equilibrio, la cantidad de analito extraido serd independiente

del volumen de muestra y directamente proporcional a su concentracion inicial en la muestra, el
volumen de fase contenida en la fibra de SPME y la constante de reparto entre la fibra y muestra.
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Como se observa en la deduccién anterior, la constante de distribucion K, nos indica que la
eficacia de la extraccion es dependiente del polimero que recubre la fibra de SPME asi como de su
espesor, tabla lll.2. Una elevada afinidad de la fibra por los analitos es esencial, ya que la matriz y la
fibra estan compitiendo por las especies [Cela R; 2002].

Desde el punto de vista cinético, la SPME se basa en la segunda ley de difusion de Fick, ya
que se produce una difusion de los analitos desde el seno de la disolucidon acuosa a la fase
estacionaria que recubre la fibra [Pawliszyn J; 1997][Lord H; 2000].

Cabe destacar que las féormulas desarrolladas sélo son aptas cuando el polimero que recubre
la fibra de SPME es un liquido. Para polimeros sdlidos, el tratamiento es analogo cuando se trabaja
con concentraciones bajas de analito, ya que el area superficial disponible para la adsorcion sera
proporcional al volumen del recubrimiento, asumiendo que la porosidad es homogénea.

Tabla 11l.2. Recubrimientos comerciales utilizados, mds habitualmente, como fases extractantes en
SPME.

Fase estacionaria Espesor de fase (um) Polaridad T2 maxima desorcion (2C)
100 280
PDMS® 30 Apolar 280
7 340
PA° 85 Polar 320
CwW-DVB 65 Polar 260
PDMS-DVB 65 Semipolar 270
CAR-PDMS 75 Semipolar 340
DVB-CAR-PDMS 50/80 Semipolar 270

a . 7. . .
Fases poliméricas liquidas

Entre los pardmetros que afectan a la eficacia de la SPME, los mas importantes son:

Temperatura.- Afecta a la cinética de extraccion y a la cantidad de analito sobre la fibra en el
equilibrio. Al aumentar la temperatura se acelera la transferencia de materia desde la matriz a la
fibra, haciendo que la cinética sea mas rdpida, mientras que en condiciones de equilibrio, al ser la
SPME un proceso exotérmico, disminuye la masa de analito incorporada en la fibra.

Tiempo de extraccion.- La SPME es una técnica de equilibrio entre las fases existentes, pero muchas

veces es imposible trabajar en estas condiciones. Por ello, desde el punto de vista practico, se utilizan
tiempos menores que el necesario para alcanzar el equilibrio, trabajando entonces en condiciones
cinéticas. Es habitual ajustar el tiempo de muestreo a la duracién de la etapa posterior de separacion
cromatografica.
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Efecto salino.- La adicién de sales (NaCl, KCI, etc) provoca un aumento de la fuerza idnica, variando
entonces las constantes de distribucion de los analitos entre la muestra y fibra y con ello, la eficacia
del proceso extactivo [Canosa P; 2006 B]. En general, la masa de analito extraida aumenta con la
fuerza idnica, aunque cuando la concentraciéon de sal es muy elevada puede provocar el efecto
contrario para ciertos compuestos [Lord H; 2000][Canosa P; 2005 B].

pH de la muestra.- Cuando tenemos compuestos con grupos acidos o basicos, el pH afecta al grado de
disociaciéon de los mismos, y por lo tanto a su solubilidad. Para obtener la maxima eficacia de
extraccion, se ha de trabajar a un pH dos unidades por debajo del pK, en caso de compuestos acidos,
y dos unidades por encima en caso de los basicos.

Volumen de la muestra.- En general, para especies no idnicas, el volumen de la muestra es mayor que

el de la fibra, de modo que la cantidad de especie a extraer puede ser simplemente proporcional a la
concentracion en la muestra, el volumen de la fibra y el coeficiente de reparto K. En ocasiones la
cantidad de analito en la fibra aumenta con el volumen de muestra (V) hasta que se cumple que
V>>Ki Vi A partir de ese momento, la eficacia de extraccidn no aumenta con el volumen de la
muestra, denominandose volumen infinito. En todo caso en SPME es muy poco habitual usar
volumenes de muestra por encima de 100 mL.

Volumen de espacio de cabeza.- Cuando se lleva a cabo el muestreo en la modalidad espacio de

cabeza, el volumen del mismo sera muy importante, ya que si es muy grande, los compuestos
volatiles se diluyen en este, disminuyendo su concentracién en la fibra. Ademas, a menor tamafio del
espacio de cabeza, mas rapida es la cinética del proceso de extraccion.

Agitacion de la_muestra.- La agitacion favorece la difusion de los analitos que se encuentran en la

matriz acuosa hasta la fibra, acelerando la cinética de extraccion. La influencia de la agitacion es
especialmente significativa cuanto mayor sea el peso molecular de los compuestos y, sobre todo,
cuando se opera en la modalidad de muestreo por inmersion.

Adicion de disolvente.- La adicién de disolventes organicos a muestras acuosas normalmente reduce

la cantidad de analito extraida. Sin embargo, para muestras solidas aumenta la eficacia de extraccion,
ya que favorece la difusion de los analitos desde la matriz a la fibra [Pawliszyn J; 1997].

Dentro de las aplicaciones de la SPME a muestras acuosas, el analisis de clorofenoles
relacionados con el triclosan es el campo que presenta un mayor nimero de aplicaciones, dentro de
los analitos considerados en este estudio. Generalmente, se selecciona el muestreo en espacio de
cabeza, para lo cual es necesario incrementar previamente la volatilidad de los compuestos
derivatizandolos con anhidrido acético [Bartak P; 1997][Llompart M; 2002] o con un agente
alquilante como el alquilcloroformiato, compatibles con las muestras acuosas [Henricksen T; 2001].
Las fibras que proporcionan mayor respuesta para estos compuestos derivatizados son PA [Bartak P;
1997][Ribeiro A; 2002], PDMS [Henricksen T; 2001][Llompart M; 2002] y CAR-PDMS [Llompart M;
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2002], siendo recomendable emplear temperaturas elevadas y adicion de sal para mejorar la eficacia
de la extraccion.

En el caso de los parabenes, la SPME se ha empleado para el andlisis de cosméticos mediante
espectrometria de movilidad idnica, en donde la fibra triple DVB-CAR-PDMS presentd mejores
resultados frente a PDMS, PA y PDMS-DVB [Lokhnauth JK; 2006].

3.2. Preparacion de muestra para matrices sélidas

La extraccion y recuperacion de los analitos en matrices sélidas puede resumirse en cuatro
etapas: desorcidn de los compuestos de los sitios activos de la matriz, difusion de los mismos a través
de la matriz, solubilizacién de los analitos en el extractante y la recoleccién de los extractos. La
interaccion entre los analitos y las muestras sdélidas suele ser mucho mas intensa que en el caso de las
matrices liquidas, de modo que es necesario emplear técnicas de extraccidn mads enérgicas. En
consecuencia, son técnicas poco selectivas, de modo que muchas veces serd necesario considerar
etapas posteriores de limpieza.

Dentro de las técnicas utilizadas para la extraccion de parabenes y triclosdn en muestras
sélidas, se encuentra la extraccidon asistida por microondas (MAE), Soxhlet, la extraccién por
ultrasonidos (US), la dispersion de la matriz en fase sélida (MSPD) y la extraccidén con disolventes
presurizados (PLE) [Camel V; 2001].

3.2.1. Extraccidn asistida por microondas (MAE)

La extraccion asistida por microondas se basa en el uso de la energia de microondas para
conseguir que los compuestos de interés pasen de la muestra a un disolvente adecuado. Es una
técnica rapida, que utiliza volimenes pequefios de extractante y que permite el control de una serie
de parametros que afectan a la eficacia de extraccién [Camel V; 2000].

El calentamiento inducido por la energia de microondas se fundamenta en la orientacién de
dipolos sometidos a una radiacion electromagnética de frecuencia comprendida entre los 100 mHz y
los 3 GHz. En presencia del campo electromagnético, los dipolos se orientan preferentemente en una
determinada direccion, volviendo a un estado desordenado cuando el campo cesa. La friccidn entre
moléculas causada por estos movimientos provoca la emisiéon de energia calorifica. A 2.5 GHz
(frecuencia a la que operan los extractores de microondas), el alineamiento de moléculas polares
seguido del correspondiente retorno al estado desordenado, ocurre aproximadamente 5 X 10° veces
por segundo, lo cual provoca un calentamiento sumamente rapido.
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La aplicacion de la energia de microondas puede llevarse a cabo en recipientes sellados (bajo
control de presion y temperatura) o en vasos abiertos (presién atmosférica). En el primer caso, el
disolvente puede calentarse por encima de su punto de ebullicion a presidon atmosférica, mientras
que usando recipientes abiertos, la temperatura maxima alcanzada correspondera a la del punto de
ebullicién del disolvente a presidn atmosférica [Bélanger JMR; 2006].

Los parametros que afectan a la eficacia de la extraccidn son la naturaleza del disolvente, la
temperatura, la potencia, el tiempo de extraccién y la naturaleza de la matriz. La temperatura ayuda
a aumentar la difusividad de los analitos desde la matriz al disolvente. El efecto de la energia de
microondas es fuertemente dependiente de la naturaleza del disolvente y de la matriz. Aquellos
disolventes que tienen una elevada constante dieléctrica experimentan una elevada temperatura,
aumentando la difusividad de los analitos desde la matriz al disolvente, mientras que los disolventes
con una baja constante dieléctrica practicamente no son calentados, actuando simplemente como
solubilizadores de los analitos. En este caso, sdlo se calienta la matriz gracias a la presencia de agua
en su estructura [Lettelier M; 1999].

La cantidad de energia aplicada es un parametro a controlar, debido a que puede producir
un calentamiento excesivo de la muestra. El tiempo de extracciéon también es estudiado, debido a
que valores excesivamente largos podrian causar la degradacion de compuestos termolabiles. La
mayoria de estos pardmetros pueden optimizarse mediante disefios de experimentos, lo que permite
establecer las condiciones éptimas con un menor nimero de ensayos, reduciendo tiempo, trabajo y
considerando las posibles interacciones que pueden tener varios factores entre si [Egizabal E; 1998].

Por otra parte, las caracteristicas de la matriz también pueden provocar variaciones en la
recuperacion de los compuestos, sobre todo en matrices con alto contenido en materia organica,
debido a interacciones analito-matriz [Camel V; 2000 y 2001]. Asi, Mahugo-Santana y colaboradores
[Mahugo-Santana C; 2005] observaron que la naturaleza del suelo afectd significativamente a la
extraccién de clorofenoles mediante extraccién micelar asistida por microondas. A mayor contenido
de materia organica, se observé un descenso de la recuperacion de los mononitrofenoles y un
aumento de la sefial de los alquilfenoles. Ademas, la eficacia de extraccidn de los clorofenoles resultd
mas eficaz en aquellos suelos de naturaleza acida.

En la mayoria de las aplicaciones, es necesario llevar a cabo la purificacion del extracto
obtenido debido a la escasa selectividad de esta técnica. Rice y colaboradores [Rice SL; 2007]
desarrollaron una metodologia para la extraccion de diversos compuestos utilizados en productos de
cuidado personal, entre los cuales se encontraba el triclosan, en muestras de suelo y sedimentos. La
extraccion, realizada con una mezcla de diclorometano:metanol (2:1), a 115 9C, durante 15 minutos,
proporciond extractos que tuvieron que ser purificados con silica previamente a su analisis mediante
GC-MS.
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3.2.2. Extraccion Soxhlet

Soxhlet es la técnica mas antigua para la extraccion de compuestos orgdnicos en matrices
sélidas. Desarrollada en 1879, sigue siendo hoy en dia una técnica aceptada por la Agencia de
Proteccién Medioambiental (EPA), como el método 3540C, y usada como procedimiento de
referencia con respecto al que se validan otras técnicas mas actuales [Fidalgo-Used N; 2007].

Figura ll1.5. Equipo de extraccion Soxhlet.

Salida de agua La extraccion exhaustiva de componentes

Condensador organicos en un sistema Soxhlet se lleva a cabo

Entrada de agua usando un disolvente organico, el cual refluye a

través de la muestra contenida en un dedal poroso
Aparato Soxhlet

Sélido en dedal
de celulosa importantes de la extraccion Soxhlet son el

de celulosa o vidrio, figura IlIl.5. Las ventajas mas

Disolvente contacto continuo de la muestra con una porcidn
fresca de disolvente, simplicidad, bajo coste de
adquisicion y la posibilidad de procesar grandes

cantidades de muestra.

Dentro de sus limitaciones, nos encontramos el tiempo necesario para la extracciéon y los
volumenes de disolvente, en general muy elevados frente otras técnicas, lo que implica la necesidad
de concentrar los extractos organicos obtenidos [Luque de Castro MD; 1998].

En lo referente a la familia de compuestos estudiados, se han encontrado aplicaciones de la
extraccién Soxhlet para triclosan y metiltriclosan en lodos de depuradora, sedimentos y algas. Para el
caso de lodos, se ha utilizado acetato de etilo durante 6 horas. Los extractos fueron purificados
mediante cromatografia de permeacion en gel (GPC) para eliminar las macromoléculas co-extraidas
[Bester K; 2003]. Para las algas el protocolo fue el mismo pero se ha utilizado diclorometano en vez
de acetato de etilo como disolvente de extraccion [Coogan MA; 2007].

La combinacién del procedimiento Soxhlet con el uso de energia de microondas permite
realizar extracciones mucho mas rapidas con la misma eficacia que un Soxhlet convencional. Morales-
Mufioz y colaboradores [Morales-Mufioz S; 2005] utilizaron esta combinacion para extraer
contaminantes como el bisfenol A, el estradiol y el triclosan de sedimentos marinos. En sélo 5 ciclos
de extraccion de 120 segundos, usando 35 mL de diclorometano a 100 W de potencia, extrajeron los
compuestos cuantitativamente. Con la metodologia Soxhlet convencional fueron necesarios 100 mL
de diclorometano y 24 horas para obtener resultados equivalentes.
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3.2.3. Dispersion de la matriz en fase sélida (MSPD)

La dispersion de la matriz en fase sélida (MSPD) es una técnica de preparacion de muestra
con una gran aceptacion para la extraccion de compuestos organicos en matrices sdlidas o
semisolidas. Desarrollada en 1989 por Barker [Barker SA; 1989], MSPD se basa en la disrupcidon de la
estructura de la matriz con ayuda de un mortero y la homogenizacion de la misma sobre un soporte
solido. El dispersado es transferido a un cartucho, normalmente de polipropileno, y los analitos son
eluidos con un disolvente apropiado (figura Il1.6).

Figura ll.6. Esquema del proceso de MSPD.

Elucidn

>

Dispersion de la

muestra
Preparacion del
Co-adsorbente p
cartucho

La particidn (fase estacionaria liquida) o el equilibrio de adsorcién (fase estacionaria sdlida),
similar al existente en una columna cromatografica, es responsable de la distribucion de los analitos
entre la muestra dispersada y el disolvente de elucion. La eficacia y selectividad en MSPD depende de
varios factores entre los cuales destacan la seleccion del material dispersante, utilizacion de co-
adsorbentes, el tipo de disolvente y la secuencia de elucién.

Naturaleza del soporte sdlido y de la fase enlazada.- Los materiales derivados de la silica son

los mas empleados en la disrupcion de la matriz en MSPD, ya que presentan la ventaja de poseer
grupos silanoles no enlazados, tanto en la superficie de las particulas como en los poros, que
interaccionan con el agua de la muestra, actuando a su vez como agente desecante.

Dentro de los adsorbentes denominados de fase reversa, el mas empleado es el octadecil-
silano (C18), frente a otros como el C8 y el C30. El C18 esta formado por particulas de silice con
cadenas hidrocarbonadas de 18 carbonos, unidas quimicamente a los grupos silanoles. Las particulas
de silica actian como dispersantes, mientras que el C18 solubiliza los componentes de la matriz sobre
su superficie. Con este tipo de fases es posible obtener extractos relativamente libres de grasas para
muestras de musculo [Kubala-Drinic H; 2003][Le Boulaire S; 1997], higado [Crescenzi C; 2001][Horne
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C; 1998], rifidn [Ruiz MJ; 2005] y pescados con alto contenido lipidico [Tolls J; 1999][Garcia-Reyes JR;
2007][Canosa P; 2008], usando acetonitrilo como disolvente.

En la actualidad, las fases reversas basadas en las cadenas hidrocarbonadas se estan
sustituyendo por amino-propil-silica o por aminas primarias-secundarias (PSA) [Garcia-Reyes JF;
2007][Ferrer C; 2005][Cunha SC; 2007] para reducir el contenido de lipidos en los extractos
procedentes de muestras bioldgicas de origen animal.

El Florisil (MgSi03), la alimina (Al,03) y la silica (SiO,) son adsorbentes denominados de fase
normal utilizados para la extraccidn de pesticidas, herbicidas y contaminantes prioritarios en matrices
bioldgicas [GOmez-Ariza JL; 2002][Martinez A; 2005], vegetales y frutas [Hu YY; 2006] mediante
MSPD. Ademds, se han usado como dispersantes de muestras medioambientales (lodos de
depuradora, sedimentos, polvo de aspiradora,..) para la extraccién de contaminantes tanto
prioritarios como emergentes [Pena MT; 2007][Blanco E; 2006][Shen X; 2006]. Estos adsorbentes
pueden ser utilizados tal como se encuentran comercialmente o modificados mediante la adicién de
agua, acidos o bases en funcidn de las caracteristicas y el comportamiento que queramos conferirles
[Carro MA; 2005].

Co-adsorbente.- En muchos casos es posible obtener extractos libres de impurezas mediante
la purificacion on-line del extracto primario obtenido en MSPD. Esto puede lograrse colocando una
capa de co-adsorbente, generalmente de distinta naturaleza que el sélido utilizado para dispersar la
muestra, al fondo del cartucho de MSPD. En muchos casos, este co-adsorbente actua reteniendo las
interferencias [Pensado L; 2005], pero también puede destruirlas cuando presenta algun tipo de
modificacidn quimica [Carro MA; 2005][Canosa P; 2008].

Naturaleza de la matriz de la muestra.- Los componentes de la matriz dispersada se mueven

a través de la fase cromatografica, contenida en el cartucho de MSPD, lo que hace posible un
fraccionamiento en funcion de la naturaleza de estos compuestos presentes en la matriz, asi como de
las sustancias interferentes que pueden hacer mas complicado su determinacién analitica.

Disolvente y secuencia de elucion.- Al igual que en cromatografia o en SPE, la polaridad del

disolvente es de gran importancia a la hora de determinar que analitos eluyen del cartucho de MSPD
y en que orden lo hacen. La correcta eleccién del disolvente y el disefo del perfil de elucion permite
obtener extractos libres de impurezas en base a la retencion de las mismas en la fase estacionaria
[Pensado L; 2005], o mediante una primera elucién para eliminarlas del cartucho de MSPD [Canosa
P; 2007 B][Garcia M; 2007].

3.2.4. Extraccidn con disolventes presurizados (PLE)

La extraccion con disolventes presurizados, también denominada extraccion acelerada con
disolventes (ASE), fue comercializada por la compaiiia Dionex en 1995 [Fidalgo-Used N; 2007]. PLE es
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una técnica de extraccion sélido-liquido que combina la utilizacion de temperaturas (50-2002C) y
presiones elevadas (500-3000 psi), con disolventes en estado liquido para proporcionar una
extraccion rapida y eficaz de los analitos desde distintos tipos de matrices, contenidas en una celda
de acero sellada [Garrido-Lépez A; 2005]. Se ha demostrado que esta técnica es equivalente a otras
metodologias como Soxhlet, siendo incluso utilizada como método de referencia por la Agencia de
Proteccién Medioambiental (US EPA Method 3545). La presidn elevada es necesaria para mantener el
disolvente en estado liquido a las temperaturas de trabajo, normalmente superiores a su punto de
ebullicion a presion atmosférica. A estas temperaturas, ligeramente inferiores al punto critico, las
propiedades del disolvente se modifican, de modo que su viscosidad disminuye, penetrando con
facilidad en los poros de la matriz, favoreciendo la difusion de los analitos. De este modo, la eficacia
de extraccidn se incrementa, minimizando el volumen de disolvente empleada [Richter BE; 1996].

El tipo de disolvente y la temperatura de trabajo son los pardmetros que mas afectan a la
eficacia de PLE. El disolvente debe ser capaz de solubilizar los analitos sin arrastrar el resto de los
componentes de la matriz. Por su parte, la temperatura tiene que ser suficientemente elevada como
para aumentar las recuperaciones y favorecer la cinética de extraccion, sin degradar a los compuestos
objeto de estudio [Concha-Grafna E; 2004][Rodil R; 2006]. Otros factores a estudiar a la hora de
desarrollar un método de PLE son el numero de ciclos, el tiempo de extraccion y secado, y en menor
medida la presién en las celdas de extraccidn, aunque, en general, este Ultimo no es un pardmetro
que afecte en gran medida a la eficacia de extraccién, de modo que puede ser fijado de antemano
[Camel V; 2001].

En la extraccion en modo estatico, el disolvente es introducido en la celda, manteniéndola a
presion constante durante un tiempo predeterminado. Tras esta etapa, la celda se vacia recogiendo
todo el extracto en un vial colector. A continuacion, se hace pasar un volumen de disolvente, el cual
viene expresado como tanto por ciento del volumen de celda (porcentaje de flush) para arrastrar
posibles trazas de los analitos que pudiesen quedar en la celda. Ese volumen, en el caso de que se
produzcan dos o mas ciclos de extraccidn, es dividido entre el numero de los mismos [Richter BE;
1996]. Algunos equipos de PLE poseen una valvula restrictora que permite realizar la extraccion en
modo dindmico, de modo que esta pasando continuamente un flujo constante de disolvente a través
de la celda presurizada. En este caso, la extraccidon es mas efectiva, pero presenta el inconveniente de
obtener extractos con un volumen elevado [Camel V; 2001].

El esquema de un equipo de extraccidn con disolventes presurizados se muestra en la figura
1.7.
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Figura lll.7. Equipo de extraccion con disolventes presurizados.
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La aplicacidn de esta metodologia a la extraccidn de triclosan y metiltriclosan en muestras
solidas se ha centrado en sedimentos y lodos de depuradora. La muestra es mezclada con un sélido,
generalmente un soporte inerte (arena o hidromatrix), para rellenar todo el volumen de la celda. La
utilizacion de diclorometano, como disolvente para la extraccidon, a 1009C durante 5 minutos,
proporciona recuperaciones del orden del 100 % para el triclosan [Agiliera A; 2003][Singer H;
2002][Chu S; 2007] y el metriltriclosan [Singer H; 2002]. Burkhardt y colaboradores [Burkhardt MK;
2005] seleccionaron mezclas polares de agua:isopropanol a 1209C y 200°2C para la extraccién de
contaminantes antropogénicos, entre los cuales se encontraba el triclosan, en sedimentos. PLE ha
sido aplicada también a la determinacion de triclosan y metiltriclosan en pescado, seleccionando una
mezcla de ciclohexano:diclorometano (1:1) para la extraccion de los analitos, conjuntamente con la
fraccion lipidica, y posterior purificacién por cromatografia de permeacion en gel (GPC) [Balmer ME;
2004 y 2005].

3.2.5. Ultrasonidos (US)

Es una técnica sencilla de extraccion sélido-liquido (US EPA 3550), en donde la muestra se
pone en contacto con un disolvente adecuado, y se somete a los ultrasonidos generados en un bafio
de agua o por una sonda de ultrasonidos. De este modo, se produce la agitacidon continua de la matriz
con el disolvente organico. El efecto mecanico de los ultrasonidos provoca una mayor penetracion del
disolvente en los materiales sdlidos, facilitando la transferencia de los analitos de la matriz al
disolvente. Una vez finalizada la etapa de sonicacidn, se centrifuga la muestra y el sobrenadante se
trata de modo adecuado para realizar el analisis. La eleccion del disolvente es esencial para que el
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método permita obtener elevadas recuperaciones de los analitos de interés [Fildalgo-Used N;
2007][Cela R; 2002].

Debido a su sencillez, esta técnica es utilizada ampliamente en la extraccidon de parabenes en
cosméticos [Labat L; 2000][Zhang Q; 2005], siendo seleccionada en la Directiva 96/45/EC de la Unidn
Europea como método de referencia para verificar la composicion en productos de cuidado personal
[Shen HY; 2007][http://eur-lex.europa.eu]. También se han desarrollado metodologias de extraccion
de triclosan y parabenes en matrices medioambientales basadas en el uso de energia de ultrasonidos.
Asi, Rudel y colaboradores [Rudel RA; 2003] determinaron la presencia de diferentes parabenes en
muestras de polvo, previamente sometidas a una etapa de lixiviacion en medio acido, mediante
sonicacion en presencia de diclorometano. Gatidou [Gatidou G; 2007] extrajo lodos de depuradora
con una mezcla de metanol y agua para la determinacidn de triclosdn y otros contaminantes
emergentes. El extracto obtenido tras la sonicacién fue purificado mediante SPE.

3.3. Derivatizacidn

La derivatizacidén es una operacion orientada hacia la transformacién de los analitos en otras
especies mas compatibles con la técnica de determinacién, o que presenten mejores caracteristicas
para su deteccién [Mol HGJ; 2002][Rodriguez I; 2000][Blau K; 1993]. En el caso de usar técnicas
cromatograficas en la etapa de determinacién, los objetivos concretos de los procesos de
derivatizacion son:

Mejorar la estabilidad térmica de los analitos
Mejorar la resolucién cromatografica entre picos

3. Modificar indirectamente la sensibilidad del detector, introduciendo en las moléculas grupos
organicos adecuados que incrementan su respuesta [Cela R; 2002].

3.3.1. Derivatizacion en medio homogéneo
La derivatizacion en medio homogéneo es aquella en la cual el agente derivatizante se
adiciona directamente al medio o disolvente que contiene el analito. Segun la forma experimental de

llevar a cabo el proceso, podemos hablar de:

Derivatizacion discontinua u off-line.- La derivatizacidn se realiza previamente a la introduccién de los

analitos en el sistema cromatografico.
Derivatizacion en continuo u on-line.- La derivatizacion se realiza en el propio sistema cromatografico
[Cela R; 2002].
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En el caso concreto de la cromatografia de gases, la modalidad mas utilizada es la
derivatizacion off-line, con distintos tipos de reacciones entre las que destacan las siguientes para
compuestos fendlicos:

Acetilacién.- Se lleva a cabo utilizando anhidrido acético y una base, en medio acuoso u organico
[Henriksen T; 2001]. Adolfsson-Erici, Sioufi y Birkel han seleccionado esta reaccion para derivatizar el
triclosdn en extractos de leche humana, orina y plasma [Adolfsson-Erici M; 2002][Sioufi A;
1997][Birkel M; 1993]. Del mismo modo, los extractos obtenidos de muestras de corcho y barrica de
roble para el andlisis de anisoles y 2,4,6-triclorofenol, fueron derivatizados con este reactivo para ser
determinados posteriormente en un sistema GC-ECD [Pizarro C; 2006 A y B].

Metilacidn.- Una de las opciones mas utilizadas a la hora de derivatizar el triclosan es la metilacion
con diazometano. Este agente derivatizante presenta varios inconvenientes como la necesidad de
generarse in-situ, es carcinogénico y da lugar a una reaccion muy exotérmica [Hell K; 2000][Blau K;
1993]. Por lo general, el diazometano no es compatible con el disolvente que contiene las especies a
derivatizar, siendo necesaria la evaporacion a sequedad del extracto antes de anadir este
derivatizante, asi como eliminar el exceso del mismo al finalizar la reaccion [Ternes TA; 2002],
ademas de no permitir la distincidon entre el triclosdn y su anisol (metiltriclosan) presente en la
muestra [Singer H; 2002]. Aun asi, varios autores han utilizado la metilacion como reaccién de
derivatizacion del triclosan. La mayoria de ellos utilizaron diazometano [Lindstrom A; 2002][Kanda R;
2003][Alaee M; 2003][Nakada N; 2006][Graovac M; 1995][Agiiera A; 2003][Okumura T;
1996][Kronimus A; 2004], aunque algunos han recurrido a otros reactivos como el metil
clorometanoato [Weigel S; 2004][Bendz D; 2005][Paxéus N; 2004].

Sililacién.- Sin duda es la reaccidon mas versatil a la hora de determinar sustancias con grupos acidos
utilizando cromatografia de gases. Mediante la formacion del enlace silicio-oxigeno, se bloquean las
interacciones dipolo-dipolo reduciendo la polaridad de aquellas especies con grupos hidroxilos o
carboxilos. La derivatizacion debe realizarse en medio organico, empleando disolventes no proticos
[Blau K; 1993]. Algunos autores han seleccionado esta reaccion, utilizando diversos agentes sililantes
entre los que destacan el N,N-dietiltrimetilsillamina [Mc Avoy D; 2002], el N,O-bis-
(trimetilsilil)trifluoroacetamida [Boyd GR; 2003 vy 2004][Lee HB; 2005], el N-metil-N-
(trimetilsilil)trifluoroacetamida [Ternes TA; 2002] y el N-(tert-butildimetilsilil)-N-
metiltrifluoroacetamida [Quintana JB; 2007][Heberer T; 1997][Canosa P; 2005 B y 2006 A].
Formacion de pentafluorobencil y pentafluropropionil derivados.- Esta reaccidon se lleva a cabo con

los correspondientes bromuros alquilfluorados, dando lugar a compuestos altamente estables
[Allmyr M; 2006 B][Lee HB; 2005][Rule KL; 2005] y facilmente detectables mediante ECD 6
espectrometria de masas empleando ionizaciéon quimica en modo negativo.
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3.3.2. Derivatizacion combinada con SPME

En los procesos de microextraccion en fase sdlida (SPME), la derivatizacidon puede llevarse a
cabo de distintas maneras.

Derivatizacion directa sobre la_muestra.- La derivatizacién se produce en el vial que contiene la

muestra, de modo que las formas derivatizadas son las extraidas por la fibra de SPME. En varias
referencias se utiliza este modo de derivatizacién. Por ejemplo, la determinacién de mas de 30
fenoles en agua mediante HS-SPME ha sido llevado a cabo utilizando anhidrido acético para acetilar
los compuestos en disolucién acuosa [Llompart M; 2002]. Esta estrategia de analisis habia sido
utilizada también por Bartak [Bartak P; 1997].

Derivatizacion sobre la fibra de SPME o derivatizacion on-fiber.- La derivatizacion on-fiber se puede

realizar incorporando, previamente al muestreo, el derivatizante en la fase polimérica de la fibra de
SPME, de modo que el proceso de extraccion y derivatizacién tienen lugar de manera simultdnea.
Esta modalidad de trabajo necesita que el derivatizante sea estable cuando se pone en contacto con
la muestra. A continuacién, enumeramos algunos trabajos que aplican esta metodologia.

Tsai y colabradores [Tsai SW; 2003] expusieron la fibora a 0-2,3,4,5,6-
(pentafluorobencil)hidroxilamina, para determinar aldehidos en una muestra acuosa mediante HS-
SPME. Koster y colaboradores [Koster EHM; 2002] emplearon la derivatizacidon on-fiber, exponiendo
la fibra previamente al agente derivatizante (cloruro de pentafluorobenzoilo) para la posterior
extraccién de anfetaminas en muestras de orina mediante SPME por inmersion.

Cuando la derivatizacién se realiza después de la etapa de extraccion, la fibra conteniendo
los analitos se expone al espacio de cabeza de un vial donde se situa el derivatizante. En general, este
método se utiliza para especies poco volatiles presentes en muestras acuosas, usando agentes
derivatizantes que se degradan en contacto con agua [Rodriguez I; 2004].

Shao y colaboradores [Shao Y; 2003] aplicaron la derivatizacion on-fiber al analisis de trans-
resveratrol, un compuesto fendlico, en vino, frutas y soja. Tras el muestreo mediante inmersion,
derivatizaron el analito con bis-(trimetilsilil)trifluoroacetamida.

La determinacion de monoésteres de acidos ftalicos mediante SPME por inmersion vy
posterior derivatizacion on-fiber con diazometano fue llevada a cabo por Alzaga y colaboradores
[Alzaga R; 2003]. En su trabajo, observaron que la exposicién de las fibras de CW-DVB a los vapores
de diazometano dafiaba gravemente dicho recubrimiento. Engelmann y colaboradores [Engelmann
MD; 2003] también escogieron esta metodologia para determinar clenbuterol en agua. Tras el
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muestreo por inmersion con la fibra de PA, ésta fue expuesta a un vial conteniendo
hexametildisilazano. Musshoff y colaboradores [Musshoff F; 2002] propusieron un método similar
para la determinacidon de cannabinoides en pelo. Tras una digestion basica, extrajeron los analitos
mediante HS-SPME y posteriormente expusieron la fibra a N-metil-N-(trimetilsilil)trifluoroacetamida
[Musshoff F; 2002]. Brown y colaboradores [Brown H; 2003] derivatizaron anfetaminas presentes en
fluidos bioldgicos con diferentes alquilcloroformiatos, utilizados especificamente para especies con
grupos amino, transformandolos en los correspondientes carbamatos. Rodriguez y colaboradores
[Rodriguez 1I; 2004] analizaron farmacos dacidos mediante SPME por inmersion y posterior
derivatizacién on-fiber con N-(tert-butildimetilsilil)-N-metiltrifluoroacetamida.

Derivatizacion en el puerto de inyeccion.- En esta modalidad, la derivatizacidn tiene lugar en el

inyector del cromatdgrafo de gases cuando los analitos y el reactivo derivatizante, presentes en la
fibra, se someten a altas temperaturas durante la etapa de desorcion [Cela R; 2002].

3.3.3. Uso de agentes sililantes como reactivos de derivatizacion

La utilizacion de agentes sililantes como derivatizantes de compuestos con grupos —OH, -NH,
y -SH es muy habitual, ya que el silicio tiene una gran afinidad por estos heteroatomos [Heberer T;
1997]. La reaccién puede llevarse a cabo en medio organico, a temperatura moderada, siempre que
el disolvente empleado no contenga los grupos anteriormente descritos que consumirian el
derivatizante [Bester K; 2003][Musshoff F; 2002].

Entre los agentes sililantes mas  utilizados se  encuentran el bis-
(trimetilsilil)trifluoroacetamida (BSTFA), el N-metil-N-(trimetilsilil)trifuoroacetamida (MSTFA) y el N-
(tert-butildimetilsilil)-N-metiltrifluoroacetamida (MTBSTFA) (figura II1.8).

Figura 111.8. Estructura de los principales agentes sililantes utilizados para la derivatizacion de los
compuestos estudiados.
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Diversos autores han seleccionado estos reactivos para la determinacion de triclosan,
clorofenoles o parabenes mediante cromatografia de gases, tabla Ill.3. Para el desarrollo de las
distintas metodologias descritas en esta memoria, se ha utilizado el MTBSTFA como derivatizante.
Este reactivo presenta una gran ventaja frente a otros agentes sililantes: el grupo tert-butil, con un
gran impedimento estérico, evita la hidrdlisis de los enlaces oxigeno-silicio, lo que hace que los
derivados obtenidos sean relativamente estables frente a la humedad [Heberer T; 1997][Spaulding
RS; 2002]. Ademads, en comparacidn con otros agentes sililantes, presenta bajo tiempo de reaccién y
normalmente ésta puede ser llevada a cabo a temperatura ambiente [Blau K; 1993].

Otra ventaja a destacar de este agente derivatizante, es la mayor estabilidad que presentan
las fibras de SPME a los vapores del MTBSTFA, en comparacion con otros agentes sililantes mas
volatiles [Rodriguez I; 2004].

Tabla 11.3. Resumen de aplicaciones empleando agentes sililantes como derivatizantes de los
compuestos estudiados.

A

Analito Matriz Condiciones derivatizacién Autor
i 50 pL derivatizante + 50 pL piridina al X
Varios PPCPS, TCS Lodos depuradora . . Gatidou G; 2007
residuo seco, 652C, 20 minutos
. Aguas superficiales y 1 mL derivatizante al extracto evaporado, Boyd GR; 2003 y
Varios PPCPs, TCS .
residuales 802C, 20 minutos 2004
Contaminantes organicos, .
Polvo y Aire Rudel RA; 2003

MeP, EtP, BuP

i Piridina:derivatizante (2:1) al residuo seco, .
PPCPs, TCS Sedimentos y suelos ) Rice SL; 2007
702C, 20 minutos

A\

Analito Matriz Condiciones derivatizacion Autor

50 pL de extracto + 50 L derivatizante,
Clorofenoles Agua . Heberer T; 1997
252C, 60 minutos

A

Analito Matriz Condiciones derivatizacion Autor
Farmacos, estrogenos, . 50 L derivatizante + 10 pL piridina al )
Agua residual . . Gibson R; 2007
fenoles, TCS residuo seco, 602C, 30 minutos

, L. . 75 plL derivatizante + 75 plL extracto en
Farmacos acidos, TCS Agua residual y natural o ) Lee HB; 2005
acetonitrilo, 75 ©C, 30 minutos
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A

Analito Matriz Condiciones derivatizacion Autor

20 pL derivatizante + 20 uL extracto en
TCS Agua consumo . Shelver WL; 2007
nonano, 25 2C, 60 minutos

. 20 pL derivatizante + 500 pL extracto en i
TCS; 2,4-DCF; 2,4,6-TCF Agua residual . . Quintana JB; 2007
acetato de etilo, 25 2C, 5 minutos

50 uL de extracto + 50 L derivatizante,
Clorofenoles Agua J5ec 1h Heberer T; 1997

3.4. Determinacidn

Entre las distintas técnicas empleadas para la separacion y determinacion de los compuestos
estudiados, las mds habituales son la cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas vy,
en menor medida, con sistemas de deteccién de captura electronica y emisién atémica; y la
cromatografia liquida de alta resolucion con deteccidn ultravioleta-visible o en combinaciéon con
espectrometria de masas.

3.4.1. Cromatografia de gases

La cromatografia de gases (GC) se basa en la distribucion de los analitos entre una fase
estacionaria, depositada en la columna cromatografica, y una fase moévil o gas portador. La mayoria
de las aplicaciones a la determinacion de los analitos de interés utilizan columnas con fase 5 % difenil
95 % dimetilsiloxano de 30 m de longitud, comercialmente conocidas como HP-5 o DB-5, [Agiliera A;
2003][Zhao RS; 2007], con didmetros internos comprendidos entre 0.25 mm y 0.32 mm, y espesores
de fase de 0.25 um [Balmer ME; 2004][Adolfsson-Erici M; 2002]. Normalmente, se utiliza inyeccién
en modo splitless [Singer H; 2002], aunque algunos autores han considerado el empleo de inyectores
de temperatura programada [Bester K; 2003 y 2005] para mejorar los limites de cuantificacidn
obtenidos. Dentro de los distintos detectores utilizados para la determinacién de los compuestos
estudiados, los mas selectivos son el detector de captura electrdnica (ECD) y el detector de emisidn
atémica (AED).

El ECD proporciona una respuesta selectiva hacia las moléculas que poseen atomos
electronegativos como el triclosan, metiltriclosan y clorofenoles [Birkel M; 1993][Graovac M;
1995][Sioufi A; 1997]. Evidentemente, carece de interés para parabenes. El detector de emisidn
atémica (AED) permite la deteccidn de la radiacién emitida por los diferentes elementos presentes en
los analitos separados por la columna cromatografica. El plasma alimentado por helio, e inducido por
microondas, consigue excitar a los &tomos, dando lugar a un espectro de emisién que sera detectado
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por una red de diodos. Muy pocos autores han seleccionado esta técnica para determinar triclosan en
muestras de agua residual [Van Stee LLP; 1999] debido a sus elevados limites de deteccién para
especies cloradas. Sin embargo, ha sido utilizada como técnica de deteccién en la determinacién de
triclosan en placa dental [Rasmussen HI; 1996].

Sin duda, la técnica mas utilizada hoy en dia para la determinaciéon de compuestos organicos
a niveles traza es la cromatografia de gases combinada con la espectrometria de masas (GC-MS).
Mediante esta técnica es posible obtener registros tridimensionales, es decir, para cada tiempo de
retencién, obtenemos un espectro de masas de las especies que emergen de la columna
cromatografica.

El analizador de masas utilizado durante el desarrollo de esta Tesis Doctoral es una trampa
de iones. El efluente cromatografico llega a la fuente de ionizacidn, en este caso de impacto
electronico, consistente en un filamento de wolframio que emite electrones acelerados gracias a un
potencial aplicado entre el filamento y el dnodo, figura 111.9. Este chorro de iones impacta
perpendicularmente con las moléculas neutras procedentes de la columna cromatografica
provocando su ionizacion. Las especies ionizadas pasan al analizador de masas que se encuentra a
alto vacio (10” psi), para evitar la colisién y reconstruccion de los fragmentos cargados,
sometiéndolos a una corriente de radiofrecuencias por parte del electrodo anular, que estabiliza la
trayectoria de un fragmento con una determinada masa/carga (m/z) en una 6rbita circular, mientras
que los restantes fragmentos colisionan con los electrodos colectores conectados a tierra. Cuando el
potencial varia, esos fragmentos se desestabilizan de su drbita y pasan al detector, un multiplicador
de electrones, donde se intensifica la sefial debido a la cascada de electrones que se genera en cada
colisién. En cada barrido, se registra un espectro de masas completo del efluente cromatografico
[Cela R; 2002][Skoog DA; 1994].

Figura 111.9. Trampa de iones utilizada como analizador en el espectrometro de masas.
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Otra posibilidad que tenemos dentro de la espectrometria de masas es realizar una
refragmentacién de los iones primarios. La espectrometria de masas en tandem (MS/MS) con trampa
de iones, acoplada a GC, se ha convertido en la herramienta analitica mas popular para el andlisis de
matrices complejas debido a su alta especificidad y moderado coste. La identificacion de los analitos
se basa en los tiempos de retencién y la fragmentacion especifica de cada idn precursor aislado en la
trampa. La espectrometria de masas en tdndem proporciona:

- Mayor informacion estructural de los analitos, debido a la obtencién del espectro de los iones
producto.

- Incremento de la relacion sefial-ruido, eliminando posibles interferencias que pudiesen existir en
el espectro de masas.

Existen varios tipos de barridos para la obtencion de espectros de MS/MS, aunque el mas
utilizado para el andlisis de muestras medioambientales es la formacién de iones producto. Estos se
generan por disociacion inducida por colisién (CID) del i6n precursor cuando se somete a colisiones
sucesivas con helio en la trampa. Normalmente, esas colisiones son poco energéticas, pero la energia
transicional del ién precursor aumenta, convirtiendo la energia cinética en energia vibracional.
Cuando el i6n precursor adquiere una gran cantidad de energia vibracional, los enlaces pueden
romperse, formando especies de menor relacién m/z.

Dentro de las aplicaciones de GC a la determinacion de triclosan, parabenes y compuestos
relacionados, lo mas habitual es utilizar espectrometria de masas con ionizacién mediante impacto
electrénico, registrando los cromatogramas de corriente idnica total TIC (total ion current) [Sanches-
Silva A; 2005][Lores M; 2005][Allmyr M; 2006 A y B], en modo SIM (single ion monitoring) [Bester K;
2005][Coogan MA; 2007][Lee HB; 2005] o empleando MS/MS [Singer H; 2002][Wu JL; 2007].

3.4.2. Cromatografia de liquidos

La cromatografia de liquidos (LC) se basa en la distribucidon de los analitos entre una fase
estacionaria y una fase movil liquida. Es una técnica ampliamente utilizada para la determinacion de
triclosan y parabenes. En general se suelen emplear fases estacionarias de naturaleza apolar, del tipo
C18 [Ye X; 2005][Ganzera M; 2006], C8 [Zhang Q; 2000][Agiiera A; 2003] o fenil-hexil [Quintana JB;
2004] y mezclas metanol:agua o acetonitrilo:agua, con algin modificador tipo acido acético [Halden
RU; 2005][Labat L; 2000], acetato amanico [Kokoletsi MS; 2005] o tributilamina [Quintana JB; 2004],
como fases moviles. Los sistemas de deteccidn habitualmente empleados son ultravioleta-visible y
espectrometria de masas o masas-masas. La deteccion mediante espectroscopia ultravioleta-visible
se ha utilizado principalmente para el determinacion de parabenes en cosméticos [Borremans M;
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2004][Labat L; 2000], seleccionando la longitud de onda de 254 nm para registrar los cromatogramas.
En el caso de muestras medioambientales, la espectrometria de masas y la espectrometria de masas
en tandem son las opciones mas utilizadas para la determinacién tanto de triclosan como de
parabenes [Ganzera M; 2006][Chu S; 2007]. Normalmente, la ionizacion se realiza mediante
electrospray en modo negativo (ESI-). Benijts [Benijts T; 2003] comparo varias de las fuentes mas
usadas en LC-MS: la ionizacién quimica a presion atmosférica (APCI), el electrospray (ESI) y la
ionizacién con spray idnico (SSI) para la determinacion de 20 disruptores endocrinos, entre los cuales
se encontraban los parabenes. Los resultados que obtuvieron mostraron un patron de fragmentacion
y una sensibilidad similar para todas ellas, aunque APCI produjo espectros con peor relacion
sefial/ruido.

Por ultimo, cabe destacar el uso de técnicas como la electrocromatografia capilar [Huang
HY; 2004], un hibrido entre la cromatografia liquida de alta resolucién y la electroforesis capilar, y la
electroforesis micelar electrocinética o electrocromatografia micelar [Mahuzier PE; 2001][Han F;
2008], para el analisis de parabenes en cosméticos y alimentos.
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I. MEDIOS EXPERIMENTALES GENERALES

1.1. Compuestos y materiales utilizados

1.1.1. Reactivos y disolventes

Agua ultrapura (Milli Q).

Disolventes: n-hexano, diclorometano y acetona para analisis de trazas, Merck; acetato de etilo,
acetonitrilo y metanol grado HPLC, Merck.

Acidos y bases: acido clorhidrico (36 %), Prolabo; acido sulfurico concentrado (96 %), AnalytiCals;
acido acético glacial para analisis (99 %), Merck; acido formico (96 %), Aldrich; hidréxido sédico
(98 %), Merck.

Sales: sulfato sédico anhidro (99 %), Merck; carbonato potdsico (99 %), Aldrich; cloruro sddico
(99.9%), Vorquimica S.L.; tiosulfato sddico (99 %), Panreac; yoduro potasico (99 %), Aldrich;
yodato potdasico (99 %), Aldrich; bromuro potasico (99 %), Aldrich.

Reactivos clorantes: Hipoclorito sédico con una concentracion de cloro libre de 4 % (p/v),
Aldrich.

Derivatizantes: N-(tert-butildimetilsilil)-N-metiltrifluoroacetamida, MTBSTFA (97 %) Aldrich; bis-
(trimetilsilil)trifluoroacetamida, BSTFA (97 %), Aldrich.

1.1.2. Patrones

Triclosan (5-cloro-2-(2,4-diclorofenoxi)fenol) 97 %, Aldrich.

2,4-diclorofenol, 2,3-diclorofenol, 2,5-diclorofenol, 2,6-diclorofenol, 3,4-diclorofenol, 3,5-
diclorofenol, todos ellos con pureza > 98 %, Merck.

2,3,4-triclorofenol, 2,4,6-triclorofenol, 2,3,5-triclorofenol, 2,4,5-triclorofenol, 2,3,6-triclorofenal,
todos ellos con pureza del 99 %, Merck.

Metiltriclosan (5-cloro-2-(2,4-diclorofenoxi)anisol) >98 %, Toronto Research Chemicals.
Metilparaben, Etilparaben, Propilparaben, Butilparaben y Bencilparaben, todos ellos de 99 % de
pureza, Fluka.

3-clorometilparaben 98 % de APIN Chemicals LTD y 3-cloroetilparaben 97 % de pureza, Aldrich.
2,4,6-triclorobifenilo (PCB-30) 98.5 %, Dr Ehrenstorfer.
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1.1.3. Adsorbentes para SPE y fibras de SPME

Adsorbentes de SPE: Cartuchos Oasis HLB® (60 mg), Waters; cartuchos de silica Sep-Pak®, (500
mg) Waters; Florisil® (60-100 mesh), Aldrich; alimina neutra (150 mesh), Aldrich; silica neutra
(230-400 mesh), Aldrich; silica 4cida (5, 10 y 20 % acido sulfurico, preparada en el laboratorio a
partir de silica neutra); C18 (70-230 mesh), Aldrich; arena lavada con acido sulfarico, VWR.
Fibras de SPME: Polidimetilsiloxano (PDMS) de 100 um, Polidimetilsiloxano-Divinilbenceno
(PDMS-DVB) de 65 um, Poliacrilato (PA) de 85 um, Carbowax-Divinilbenceno (CW-DVB) de 70
um y Carboxen-Polidimetilsiloxano (CAR-PDMS) de 75 um, Supelco.

1.2. Instrumentacion

1.2.1. Material general de laboratorio

Material de vidrio de uso habitual en el laboratorio

Balanza electrénica de precision (Sartorius BP3150)

Granatario (Sartorius BP310S)

Placa agitadora-calefactora (Selecta)

Barras agitadoras magnéticas recubiertas de teflén

Soporte manual de fibras para SPME (Supelco)

Viales de vidrio de distintos volimenes para SPME (10, 20 y 100 mL) con septas de elastémero
recubiertas de teflén

Viales de vidrio para cromatografia de gases de 1.5 mL para muestreador automatico
Pipetas automaticas de 20-200 plL y 100-1000 uL (Kartell, Eppendorf, Transferpette)
Electrodo de membrana de vidrio para medida de pH (Methrom 654)

Filtros de fibra de vidrio de 47 mm de diametro y 1 um de tamafio de poro (Millipore)
Filtros de membrana de 47 mm de diametro y 0.45 um de éster de celulosa (Millipore)
Filtros de jeringa de 13 mm de didmetro y 0.22 um de tamafio de poro (Millex GV)
Jeringas de 2 mL

Bomba de vacio, modelo Aspirator A-35 (Eyela)

Fritas de vidrio

Tubos y conectores de teflon

Bafio de ultrasonidos (Selecta)

Estufa (Reyoe)

Centrifuga (Unicen)

Tubos de centrifuga de Pyrex
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Embudos de Extraccidn Liquido-Liquido de 250 mL
Cartuchos de SPE de polipropileno de 15 mL (IST)
Fritas de polietileno de 20 mm (IST)

Botellas de vidrio ambar de 300 mL

Mortero de vidrio de 100 mL de capacidad

Filtros de celulosa para PLE de 20 mm (Ahlstrom)
Medidor de cloro HI 93710 (Hanna Instruments)
Equipo de concentracion de muestras liquidas, por corriente de nitrégeno, Turbo Vap Il
Workstation (Zymark Corporation)

Tamizador con placas de distinta luz de malla (Retsch)
Liofilizador Cryodos con 8 bocas (Telstar)

1.2.2. Equipos de extraccidn utilizados

Sistema de extraccién por microondas: extractor Ethos (Millestone) equipado con 12 vasos de
teflon.

Sistema de extraccion con disolventes presurizados: ASE 200 (Dionex) equipado con celdas de
acero de 11 mLy viales colectores de 60 mL.

Extractor Soxhlet con capacidad para 125 mL y cartuchos de celulosa para extraccién (Supelco).

1.2.3. Programas informaticos

Paquete estadistico Statgraphics Plus 5.1 y Statgraphics Centurion XV.I
Saturn GC-MS workstation software (version 5.4y 6.42).

1.2.4. Sistemas GC-MS

Cromatdgrafo de gases Varian CP-3900 con puerto de inyeccién tipo split-splitless acoplado a un
espectrometro de masas de trampa de iones Saturn 2100T, provisto de un autosampler Varian
CP8400. Columna: HP5-MS (30 m x 0.25 mm d.i. x 0.25 um ds).

Cromatdgrafo de gases Varian CP-3800 con puerto de inyeccidn tipo split-splitless acoplado a un
espectrémetro de masas de trampa de iones Saturn 2200, provisto de autosampler Combi-Pal.
Columna: CP-Sil8 (30 m x 0.25 mm d.i. x 0.25 um dy).

Cromatdégrafo de gases Varian GC Star Cx con puerto de inyeccion tipo split-splitless acoplado a
un espectrometro de masas de trampa de iones Saturn 3. Columna: CP-Sil8 CB Low Bleed/MS
(30 mx0.25 mm d.i. x 0.25 um dy).
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1.3. Preparacion de patrones

Se prepararon por pesada, en una balanza analitica de precisidn, disoluciones stock
individuales de 2 mg/g en metanol para cada uno de los compuestos objeto de estudio.
Posteriormente, a partir de las disoluciones stock, se prepararon (también por pesada) disoluciones
mezcla de trabajo en metanol (para hacer las adiciones a muestras de agua, lodos, polvo y material
biologico) y patrones de calibracidon en acetato de etilo y en acetonitrilo de distintas
concentraciones.

Los patrones se almacenaron en congelador y los stock se prepararon aproximadamente
cada 12 meses para prevenir posibles problemas derivados de su degradacion.
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Il. METODOLOGIA DESARROLLADA

2.1. Protocolos de preparacion de muestra

2.1.1. Determinacion de triclosan y sus derivados en muestras acuosas mediante

extraccion en fase sélida

El protocolo desarrollado para concentrar muestras acuosas mediante SPE consta de los

siguientes pasos:

1.
2.
3.

N o u ok

Acidificacion de la muestra a pH 2-3 con acido clorhidrico 2 M.

Filtracion con filtros de fibra de vidrio.

Acondicionamiento del cartucho Oasis HLB® (60 mg/3 mL) con 3 mL de acetato de etilo, 3
mL de metanol y 3 mL de agua a pH 2.

Paso de la muestra a través del cartucho con un flujo aproximado de 10 mL/min.

Secado del cartucho con corriente de nitrogeno a 14 psi durante 30 minutos.

Elucién del cartucho con acetato de etilo, recogiendo 2 mL de eluyente.

En el caso de andlisis de muestras de agua residual, se procede a la purificacion de los
extractos primarios con cartuchos de silica Sep-Pak® de 500 mg (Waters). Se deposita el
eluato procedente del cartucho Oasis HLB® en este adsorbente, eluyendo posteriormente
una fraccion de 5 mL de acetato de etilo, que es concentrada a un volumen final de 2 mL.
Una alicuota de 0.5 mL del extracto se derivatiza con 20 uL MTBSTFA a temperatura
ambiente durante 5 minutos

Los patrones de calibrado se prepararon a partir de las mezclas correspondientes en acetato
de etilo, siendo derivatizados del mismo modo que los extractos de las muestras de agua.

Figura 1.1. Esquema del proceso de extraccion en fase sdlida para la determinacion triclosdn,

clorofenoles y metiltriclosan.
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Eluir 2 mL de acetato de

Ajustar a pH 2 etilo

Filtrar con fibra de vidrio Sélo aguas residuales:
Acondicionar cartucho (3 mL Purificar con Sep-Pak 0.5 g [
AcOEt, MeOH, H,0 pH 2) silica, elucion 5 mLy (J
Pasar la muestra a 10 mL/min concentracién a2 mL .
Secar cartucho en corriente de

N, 14 psi, 30 min 0.5 mL extracto + 20 puL

MTBSTFA 5mina T2
Ambiente
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2.1.2. Determinacion de triclosan y sus derivados en muestras acuosas mediante
microextraccion en fase sélida

Para la determinacidén de triclosan, metiltriclosan y clorofenoles relacionados en agua se ha
desarrollado otra metodologia analitica basada en la microextraccion en fase soélida combinada con
una etapa posterior de derivatizacion on-fiber. El protocolo se describe detalladamente a
continuacion:

1. Acidificacion del agua a analizar a pH 4.5 con acido clorhidrico 0.05 M. En el caso de que
contenga materia particulada, se procedera a la filtracién previa con filtros de fibra de
vidrio.

Tomar un volumen de muestra de 20 mL y depositarla en un vial de 22 mL.

Adicidn del patron correspondiente en metanol para obtener la concentracién deseada,
manteniendo el porcentaje de metanol en el vial de SPME por debajo de 1 % (v/v). Sellar
con cdpsula de aluminio y con septa de tefldn. Agitar a 500 rpm durante 2 minutos.

4. Introduccion de la fibra de PA o PDMS-DVB a través de un orificio practicado en el séptum,
exponiéndola directamente a la muestra durante el tiempo seleccionado (30 minutos).

Tras el muestreo, retraer la fibra y sacar del vial.
Exponer al espacio de cabeza de un vial de 1.5 mL, conteniendo 20 plL de derivatizante
(MTBSTFA) a temperatura ambiente, durante 10 minutos.

Figura 11.2. Proceso de microextraccion en fase sélida para la determinacion de triclosdn, clorofenoles
y metiltriclosan.

Fibra de PA o PDMS-DVB
20 mL muestra pH 4.5

Derivatizacion on-fiber

Muestreo por inmersién. T::; 20 uL MTBSTFA
Agitacién a 500 rpm ¢ En espacio de cabeza - >
30 min a temperatura R 10 min 3 min desorcién

ambiente GC-MS

CP-Sil8 LowBleed
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2.1.3. Determinacion de derivados del acido parahidroxibenzoico en muestras de agua
mediante extraccion en fase sélida

El protocolo para la determinacion de metilparaben, etilparaben, propilparaben,
butilparaben y bencilparaben en agua se detalla a continuacion:

Acidificacion de la muestra acuosa a pH 2-3 con 4acido clorhidrico 2 M.
Filtracion de la misma con filtros de fibra de vidrio.

3. Acondicionamiento del cartucho Oasis HLB® (60 mg/3 mL) con 3 mL de acetato de etilo, 3
mL de metanol y 3 mL de agua a pH 2.

4. Paso de la muestra a través del cartucho con un flujo aproximado de 10 mL/min.

5. Secado del cartucho con corriente de nitrégeno a 14 psi durante 30 minutos.

6. Elucion del cartucho con acetato de etilo, recogiendo 2 mL de eluyente.

7. En el caso de analisis de muestras de agua residual, se procede a la limpieza de los extractos

con cartuchos de silice Sep-Pak® de 500 mg, Waters. Para ello, se deposita el eluato
obtenido anteriormente en este segundo cartucho, y se eluye una fraccién de 5 mL con
acetato de etilo, que posteriormente se concentrara a un volumen final de 2 mL.

8. Setoman 0.5 mL de ese extracto y se le afiade 40 uL del agente derivatizante (MTBSTFA). Se
agita y se deja reaccionar a 702C durante 1 hora.

9. Los patrones de calibrado se prepararon a partir de las mezclas correspondientes en acetato
de etilo, siendo derivatizados del mismo modo que las muestras.

Figura 11.3. Esquema del proceso de extraccion en fase solida para la determinacion de parabenes en
muestras acuosas.

Eluir 2 mL de acetato de

Ajustar a pH 2 etilo
Filtrar con fibra de vidrio Sélo aguas residuales:
Acondicionar cartucho (3 mL Purificar con Sep-Pak 0.5 g,
AcOEt, MeOH, H,0 pH 2) elucién 5mLy
Pasar la muestra a 10 mL/min. concentracion a 2 mL
Secar cartucho en corriente de 1t

i H 0.5 mL extracto + 40 pL
N, 14 psi, 30 min _
? MTBSTFA 60 min a 702C GC-MS

————

Q
EY

7

Z.
=
=
=]

HP5-MS
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2.1.4. Determinacion de metilparaben, etilparaben, propilparaben, butilparaben y
bencilparaben en muestras acuosas mediante microextraccion en fase sélida

Para la determinacién de parabenes en muestras acuosas, se ha desarrollado también una
metodologia basada en la microextraccion en fase sélida con derivatizacién en la fibra de los
compuestos estudiados:

1. Verificar que el pH de la muestra se encuentra en torno a 6-7 unidades. En el caso de que
contenga materia particulada, se procedera a la filtracion con filtros de fibra de vidrio.

2. Tomar un volumen de muestra de 10 mL y adicionar 150 mg/mL de NaCl, depositdndolos en
un vial sellado de 11 mL.

3. Adicion del patron correspondiente en metanol para obtener la concentraciéon deseada,
manteniendo el porcentaje de metanol por debajo del 1 % (v/v) en el vial de extraccion.
Sellar con capsula de aluminio y con septa de teflén. Agitar a 500 rpm durante 2 minutos.

4. Introduccion de la fibra de PA a través de un orificio practicado en el séptum, exponiéndola
directamente a la muestra durante el tiempo seleccionado (40 minutos).

Tras el muestreo, retraer la fibra y retirar el vial.

6. Exponer la fibra al espacio de cabeza de un vial de vidrio de 1.5 mL, conteniendo 20 pL de

derivatizante (MTSBTFA), a temperatura ambiente durante 10 minutos.

Figura 11.4. Proceso de microextraccion en fase sélida para la determinacion de parabenes.

20 pL MTBSTFA
En espacio de cabeza

Muestreo por inmersion.
Agitacion a 500 rpm

40 min a temperatura 10 min

ambiente GC-MS/MS

HP5-MS

Fibra de PA
10-20 mL muestra
150 mg/mL NacCl Derivatizacion on-fiber

3 min desorcién
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2.1.5. Determinacion de triclosan y clorofenoles relacionados en muestras de sedimentos
y lodos de depuradora mediante extraccion asistida por microondas

La metodologia desarrollada para el analisis de muestras de lodo de depuradora y
sedimentos se basa en la extraccién asistida por microondas. El proceso comienza con la liofilizacidn
de las muestras, seguido de la homogeneizacién de las mismas con un triturador. El protocolo se
describe a continuacién:

1. Se deposita 1 g de sedimento, 6 0.5 g de lodo liofilizados, en un vaso de microondas de
teflén con 30 mL de acetona:metanol (1:1) y 300 pL de acido férmico.

2. Proceder a la extraccion en el microondas a 130 2C durante 20 minutos con una potencia de
500 Watios.

3. Centrifugar el extracto a 3500 rpm, recoger el sobrenadante y mezclarlo con 100 mL de
NaOH 0.2 M (pH 12.7).
Extraccion liquido-liquido con 2 x 15 mL de n-hexano.
Recuperar la fase acuosa y ajustar a pH 2.5 con HCI 2 M.
Realizar la SPE de esa fase acuosa tal como se ha descrito en la seccion 2.1.1., realizando un
lavado, previo al secado de los cartucho Oasis HLB® 60 mg, con 25 mL de una disolucion
acuosa al 20 % de metanol. Los extractos se purificaron también con cartuchos de silica Sep-
Pak® de 500 mg.

7. Derivatizacién de 0.5 mL de extracto con 20 uL de MTBSTFA durante 5 minutos a
temperatura ambiente.

8. Inyeccién de 1 pL de extracto en el cromatdgrafo de gases, con determinacién mediante
MS/MS.

Figura 11.5. Esquema de preparacion de las muestras de sedimentos y lodos de depuradora para el
aislamiento de triclosdn y clorofenoles relacionados.

Mezclar con 100
mLNaOH 0.2 M
Acidificar FA a pH 2.5. SPE

LLE con2X 15 mL con el protocolo 2.1.1.

Hexano

MAE : 0.5-1g,30 mL Derivatizacién de 0.5 mL
- con 20 uL MTBSTFA 5 min a lupL
il : T2Amb
300 pL acido féormico > l GC-MS/MS

1302C, 20 min, 500 W | HP5-MS

acetona:metanol 1:1
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2.1.6. Extraccion conjunta de triclosan, metil-, etil-, propil- y butilparaben en muestras de

polvo usando extraccion con disolventes presurizados

Dentro del andlisis de muestras de polvo de ambientes interiores, se ha desarrollado una

metodologia de extraccion con disolventes presurizados para los compuestos anteriores. Las

muestras, recogidas de aspiradores domeésticos, fueron tamizadas considerando la fraccién con

tamafio de particula por debajo de 60 um para su andlisis, almacenandolas a temperatura ambiente

en recipientes estériles. La preparacion de la muestra se lleva a cabo del siguiente modo:

Se prepara la celda de 11 mL de acero, introduciendo de abajo a arriba: 2 filtros de celulosa
de 20 mm de diametro, 1 g de sulfato sédico anhidro, 1 g de Florisil activado (1302C/48 h),
la muestra dispersada con 3 g de Florisil activado y 1 g de sulfato sédico anhidro. Rellenar la
celda con sulfato sédico anhidro y colocar un filtro de celulosa.

Se procede a una limpieza previa de la muestra con n-hexano a 402C en un ciclo estatico de
4 minutos a 3.4 MPa. El flush se programa a 50 % y la purga de la celda se fija en 1 minuto.
La extraccion de la muestra se realiza con acetato de etilo a 1032C, en 3 ciclos de 1 minuto a
13.8 MPa en estdtico. El volumen de flush se fija en 100 % y el tiempo de purga en 60
segundos.

Concentrar el extracto de acetato de etilo a 2 mL y filtrar con filtros de 0.22 pum.

Derivatizar 0.5 mL con 20 pL de MTBSTFA, a 659C, durante 5 minutos e inyectar en el
cromatdgrafo 1 pl.

Figura 11.6. Protocolo de preparacion de muestras de polvo mediante extraccion acelerada con

disolventes.
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Clean-up: n-hexano !
402C/4 min/1 f

Na,SO, ciclo/3.4MPa/estatico/ |\ 3
50% flush/60 seg purga '

1 filtro de celulosa

0.5 g polvo +1 g Na,SO,+

3 g Florisil activado Extraccion: acetato de etilo 1032C/1min/3
ciclos/13.8MPa/estatico/100% flush/60 seg 1L

purga
1gNa,S0, GC-MS/MS

1 g Florisil activado

Concentracion a 2 mL y derivatizacion 0.5 mL

2 filtros de celulosa con 20 uL MTBSTFA a 652C/5 min

CP-Sil8
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2.1.7. Extraccion conjunta de triclosan, metil-, etil-, propil- y butilparaben en muestras de

polvo mediante dispersion de la matriz en fase sélida

El tipo de muestras empleado en este estudio y la fraccidn analizada fueron las mismas que

en el caso anterior. El protocolo optimizado de preparacién de muestra se detalla a continuacion:

N o u ok

®

Pesar 0.5 g de polvo y 0.5 g de sulfato sédico anhidro y depositarlos en un mortero de
vidrio.

Pesar 1.25 g de C18, afiadirlos al mortero y realizar la dispersién de la muestra hasta la
obtencidn de un polvo muy fino.

En el cartucho de 15 mL de polipropileno, conteniendo una frita de polietileno, se depositan
2 g de Florisil activado a 1302 durante 48 horas.

Se afiade el dispersado del mortero y para compactar el contenido, se introduce otra frita.
Se hace un lavado del cartucho con 10 mL de diclorometano, descartandolo.

Se seca el cartucho a vacio.

Elucién con 10 mL de acetonitrilo y concentracién del extracto a 1 mL. Filtrar con filtros de
0.22 pum.

Derivatizacion de 0.5 mL con 0.1 mL de MTBSTFA a 452C durante 5 minutos.

Inyeccion de 1 uL en GC-MS/MS.

Figura Il.7. Esquema del procedimiento para la extraccion de parabenes y triclosdn mediante MSPD.

Fr 1: 10 mL DCM (descartar) — i - Derivatizar 0.5 mL

+ 0.1 mL MTBSTFA
a 452C, 5 min GC-MS/MS

HP5-MS

Secado

MSPD: 0.5 g polvo + 0.5 g Na,SO,+ 1.25 g C18, co-
adsorbente 2 g Florisil activado a 1302C/48 h

Concentrar a1l mL

Fraccionamiento: ~ fraccion AcN

lpuL

Fr 2: 10 mL AcN
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2.1.8. Determinacion de triclosan y metiltriclosan en material biolégico mediante MSPD

Se ha optimizado también un método para la extraccion de triclosan y metiltriclosan en
muestras de pescado y alimentos. En el caso del pescado, se eliminan espinas, piel y agallas. El
musculo se liofiliza hasta obtener una muestra completamente seca y homogénea. Las muestras de
alimento, se utilizaron tal como se adquieren en el supermercado. El protocolo de preparacion de
muestra se describe a continuacién:

1. Se dispersan 0.5 g de muestra con 1 g de sulfato sédico anhidro y 1.5 g de silica neutra
activada.

2. En el cartucho de polipropileno de 15 mL se depositan, después de la frita de polietileno, 3 g
de silica impregnada con un 10 % (p/p) de acido sulfurico.

3. Serecogen 10 mL de diclorometano y se concentran a sequedad

4. Reconstituir el residuo con 1 mL de acetato de etilo y filtrar con filtros de jeringa de 0.22
pum.

5. Se derivatizan 0.5 mL de extracto con 50 puL de MTBSTFA durante 5 minutos a temperatura
ambiente.

6. Seinyecta un microlitro en el sistema GC-MS/MS.

Figura 11.8. Protocolo para la extraccion de triclosan y metiltriclosdn en muestras bioldgicas.

MSPD: 0.5 g muestra+1g
Na,SO,+ 1.5 g silica neutra, i Reconstituir con 1
co-adsorbente 3 g silica con - mL de AcOEt

10% (p/p) H,SO,

Derivatizar 0.5 mL 1ul

Elucién 10 mL DCM + 50 pL MTBSTFA
202C, 5 min GC-MS/MS

Concentrar a sequedad
HP5-MS
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2.2. Condiciones de determinacién

Los métodos de determinacién propuestos utilizan la cromatografia de gases acoplada a
espectrometria de masas, tanto simple (GC-MS) como en tandem (GC-MS/MS), como técnicas de
determinacion. En el primer caso, es posible identificar las especies presentes en el cromatograma
por sus espectros de masas, considerando la fragmentacidon existente y comparando con la
biblioteca de espectros. En el segundo caso, tal como ya ha sido mencionado anteriormente, es
posible incrementar la relacion sefial-ruido, asi como obtener mayor selectividad. Por esta razon, la
espectrometria de masas se ha seleccionado como técnica de deteccién en muestras de agua,
especialmente en los estudios de degradacion de los analitos en agua clorada, para la identificacidon
de los subproductos generados. En cambio, en el caso de las muestras sélidas, se ha seleccionado
MS/MS para aumentar la selectividad y reducir los limites de cuantificacion alcanzados.

2.2.1. GC-MS

En las siguientes tablas se muestran los pardmetros cromatograficos, asi como los relativos
al espectrometro de masas, para la determinacién de los analitos de interés.

Tabla Il.1. Pardmetros de determinacion de triclosan, metiltriclosan, clorofenoles y parabenes
mediante GC-MS.

Parametros cromatograficos

SPME (TCS) Iny. Directa (TCS y Parabenes)
Columna cromatogrdfica CP-Sil8 Low Bleed HP5-MS
Inyector Split/splitless Split/splitless
Modo Inyeccion Splitless Splitless
T¢ inyector PA: 270%C 280 °C (1 uL)
PDMS-DVB : 260°C
Tiempo splitless 3 min 2 min
Flujo split 20 mL/min 20 mL/min
TC inicial 702C (3 min) 502C (2 min)
Rampa 102C/min 102C/min
T final 270 2C (10 min) 270 2C (10 min)
Flujo gas portador (He) 1 mL/min 1 mL/min
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Parametros MS

Modo de ionizacion El (70 eV)
Corriente de emision del filamento 20 pA
Voltaje del multiplicador 2000V

Rango masas 100-550 m/z
T2 manifold 509C

T linea de transferencia 280°C
T9 trampa de iones 220°C
Tiempo de delay 10 min

2.2.2. GC-MS/MS

Las siguientes tablas se muestran las condiciones de determinacién en GC-MS/MS. Para el
desarrollo del método de MS/MS una vez seleccionado el idn precursor, la ventana de aislamiento y
el offset del multiplicador, se ha de optimizar el nivel de almacenamiento (Storage Level) y la
amplitud de excitacién. La eleccién del idn precursor o padre se hace en base a los espectros de
masas de impacto electrénico obtenidos realizando un barrido completo (full scan). La ventana de
aislamiento (/solation Window) permite aislar en la trampa un rango préximo al idn precursor. Los
valores recomendados oscilan entre 1 y 14 unidades de m/z, aunque lo mas habitual es la utilizacién
de 3 unidades de m/z, lo que implica que toma un segmento de 1.5 unidades inferior y superior a la
relacion m/z del ién padre. El offset del multiplicador permite mejorar los limites de deteccién
incrementando el voltaje del detector. En general, se observa una ganancia de 10° cuando tenemos
un offset de 300 V.

Una vez fijados los parametros anteriores, con ayuda de la herramienta de desarrollo
automatizado de métodos (AMD) que posee el software empleado, se han optimizado el nivel de
almacenamiento y la amplitud de excitacion.

El nivel de almacenamiento depende de la masa del i6n precursor. Para su célculo, se utiliza
la herramienta “q” que posee el software. Este parametro depende de la relacion m/z del i6n padre
o precursor y nos indica la masa mas baja que va a ser almacenada en la trampa una vez
fragmentado éste, teniendo en cuenta que debe fijarse al menos dos unidades por debajo del i6n
producto con menor relaciéon m/z.

Para la optimizacion de la amplitud de excitacidon se hace un barrido variando, hasta un
maximo de 10 valores, el voltaje aplicado al ién precursor. Este dependera del tipo de onda que
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seleccionemos, siendo no-resonante en el caso de iones de naturaleza labil, frente al modo
resonante para aquellos mas dificiles de fragmentar, ya que a mayor voltaje, menor es la energia de
la onda de radiofrecuencias necesaria para re-fragmentar el idn precursor.

Tabla 11.2. Pardmetros de GC-MS/MS para la determinacion de triclosdn, metiltriclosdn, clorofenoles y
parabenes.

Parametros cromatograficos

SPME (Parabenes) Iny. Directa (Parabenes y TCS)
Columna cromatogrdfica HP5-MS HP5-MS/CP-Sil8
Inyector Split/splitless Split/splitless
Modo Inyeccion Splitless Splitless
T9 inyector PA: 270 eC 280 2C (1 uL)
Tiempo splitless 3 min 2 min
Flujo split 20 mL/min 20 mL/min
T inicial 702C (3 min) 502C (2 min)
Rampa 102C/min 102C/min
T final 270 °C (10 min) 270 °C (10 min)
Flujo gas portador (He) 1 mL/min 1 mL/min
Modo de ionizacion El (70 eV)
Corriente de emision del filamento 70 uA
Voltaje del multiplicador 2000 V (offset +100 V)
T2 manifold 502C
T9 linea de transferencia 280°C
T2 trampa iones 2209C
Tiempo de delay 10 min
Modo de preparacion CID, resonante
Ventana aislamiento +3m/z
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Adquisicion MS/MS

I16n Nivel de . Rango de lones de
) Amplitud de o .
Compuesto precursor almacenamiento ey adquisicion  cuantificacion
— excitacion (V)
(m/z) (m/z) (m/z) (m/z)
2,4-DCF 219 96 0.53 90-230 183
2,4,6-TCF 255 110 1.10 100-270 217
2,3,4-TCF 255 110 1.10 100-270 217
MTCS 304 130 1.50 120-330 23242524254
TCS 347 140 1.50 130-360 200+310
MeP 209 92 0.5 85-220 177
EtP 223 98 0.5 90-240 151+177+195
PrP 237 104 0.5 90-250 151+195
BuP 251 110 0.5 100-260 151+195
BzP 285 90 0.4 80-300 163+241
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I. DETERMINACION DE TRICLOSAN Y SUS DERIVADOS EN AGUA MEDIANTE
MICROEXTRACCION EN FASE SOLIDA

1.1. Introduccién

La extraccion liquido-liquido y en fase sélida son las modalidades mas comunes para la
determinacion de contaminantes emergentes en muestras liquidas. En general, son técnicas que
precisan grandes volimenes de muestra, disolventes muchas veces toxicos y etapas posteriores de
concentracion y limpieza [Sabaliunas D; 2003][Singer H; 2002][Boyd GR; 2003][Lindstrom A; 2002].

La microextraccién en fase sélida (SPME) ha sido seleccionada para la extraccidn conjunta
de triclosan, metiltriclosdn, 2,4-diclorofenol y 2,3,4-triclorofenol en muestras acuosas como
alternativa a otras técnicas de concentracion. De este modo, se reduce el volumen de muestra, la
manipulacién de la misma y el uso de disolventes organicos. Combinada con la cromatografia de
gases, permite obtener limites de cuantificacion muy bajos, ya que los analitos son desorbidos
directamente en el inyector del cromatdgrafo a alta temperatura. El problema lo encontramos
cuando tenemos grupos polares en las moléculas de las especies a determinar, como es el caso del
triclosan y los clorofenoles, puesto que sera necesario la derivatizacion de los mismos para
incrementar la eficacia de las separaciones cromatogrdficas asi como reducir los limites de
cuantificacion del método analitico. La derivatizacion en SPME, tal como se indico en la introduccion,
puede llevarse a cabo en la propia matriz o sobre la fibra. En el primer caso, lo mas habitual es afiadir
a la muestra el agente derivatizante, por ejemplo el anhidrido acético [Llompart M; 2002], mientras
que en el segundo, el derivatizante se deposita, previa o posteriormente a la extraccion de los
analitos, sobre la fase polimérica de la fibra de SPME [Rodriguez |; 2004].

Dentro de las aplicaciones desarrolladas para la determinacion de triclosan en muestras
acuosas, solamente hay una referencia relativa a la utilizacién de la SPME. Lores y colaboradores
[Lores M; 2005][Sanchez-Prado L; 2006 A y B] utilizaron la fibra de polidimetilsiloxano (PDMS) para
estudiar la degradacién fotoquimica del triclosan e identificar los productos generados. La eleccién
del recubrimiento de PDMS se hace en base a la estructura del polimero, sin considerar su eficacia
en la extraccion de los compuestos, puesto que este no presenta dobles enlaces que puedan
absorber la radiacion utilizada para irradiar los compuestos adsorbidos.

Con respecto al metiltriclosan, no se ha encontrado ninguna aplicacién en la que se utilice la
microextraccion en fase sélida como técnica de extraccion.

En el caso de los clorofenoles, la SPME ha sido ampliamente utilizada para su determinacion
en matrices acuosas. En la tabla I.1, se resumen las aplicaciones mas relevantes.
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Tabla I.1. Aplicaciones de SPME para la determinacion de clorofenoles en muestras acuosas.

Analitos y matriz

30 fenoles en agua (2,4-
DCF, 2,4,6-TCF, 2,3,4-
TCF)

Procedimiento

Derivatizacién: anhidrido acético 4 uL/mLy 0.02 g KHCOs
SPME 1: HS-SPME con CAR-PDMS, 12 mL muestra con 0.6
g/mL NaCl, 30 min a 1002C
SPME 2: HS-SPME con PDMS, 12 mL muestra con 0.6 g/mL
NaCl, 30 min a 602C.

GC-MS

3-13

13 clorofenoles (2,4-
DCF, 2,3,4-TCF, 2,4,6,-
TCF) en lixiviados de

SPME directa con PA, 2 mL muestra a pH 2, saturada con
NaCl, 60 min a 402C con agitacion a 500 rpm.

Pesticidas acidos, entre
ellos 2,4-DCF, en agua

Derivatizacion: 1.2 mL muestra + 50 ulL de piridina (204
mg/L), fenantreno-dy, (0.1 mg/L) y 2,4-D-d; (0.5 mg/L) +
300 mg NaCl, mezclar 30 min. Aiadir 5 pL
butilcloroformiato. Dejar 24 h reaccionando.
SPME: PDMS 20 min HS-SPME.

GC-MS

160

10 fenoles (2,4-DCF,
2,4,6-TCF) en agua

SPME directa con PA, 20 mL muestra, 10 % NaCl, pH 4,
agitacion 1000 rpm, 40 min a 35°C.

Varios clorofenoles (2,4-
DCF, 2,4,6-TCF) en agua

HS-SPME con PA, 7.5 mL muestra, 50 mM HCI, 0.2 M KCl,
30 min a 802°C.

Varios fenoles (2,4-DCF)
en agua

Varios clorofenoles (2,4-
DCF, 2,4,6-TCF) en agua

Derivatizacion: Exposicidn de la fibra PDMS-DVB al HS del
vial con 1.5 mL cloruro de pentafluorobencilo 0.1 % (v/v)
en tolueno, 20 min a 40°C
Extraccion: SPME directa con 3 mL muestra, 2 % (p/v)
K,COs, agitacion, 10 min a 402C.

GC-ECD

10-5

8 clorofenoles (2,4-DCF,
2,4,6-TCF) en agua

SPME: SPME directa con Carbowax/TPR-100, 4 mL
muestra, 30% NaCl, pH 2.7, agitacion 550 rpm, 40 min a
40°C.

Desorcidn : introducir fibra en 60 pL de 5 % polioxietileno
10 lauril éter 10 min.

1100-
2200

7.5-
115

(1) Llompart M, 2002; (2) Ribeiro A, 2002; (3) Henriksen T, 2001; (4) Guerra Simdes N, 2007; (5) Portillo M, 2006; (6) Langas
FM, 2007; (7) Bianchi F, 2002; (8) Mahugo Santana C, 2007.

1.2. Experimentos previos

1.2.1. Identificaciéon cromatografica

La identificacién de los analitos, en el método de SPME, se llevd a cabo utilizando el tiempo

de retencion de los picos registrados, asi como los espectros de masas obtenidos en full scan para los
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compuestos derivatizados. Los clorofenoles y el triclosan presentan en su estructura un grupo
hidroxilo el cual es susceptible de sufrir una reaccidn con el agente sililante dando lugar a un éter de
silicio con 114 unidades de masa sobre el peso molecular del analito de partida, figura I.1.

Figura 1.1. Reaccidn entre el triclosdn y el MTBSTFA.

CH, A< 7t

OH o \ / a A
Si H 0 CH,
© Y - j<c : 0
+ 3 \ H @ ————»
CH, CHC 3
a a 3
cl al
Triclosan MTBSTFA Triclosan sililado

El compuesto tert-butildimetilsililado, al entrar en contacto con la fuente de ionizacién, da
lugar a un fragmento caracteristico de m/z [M-57]", correspondiente a la pérdida del grupo tert-
butilo. Debido a la presencia de dtomos de cloro en las moléculas de los analitos, se obtuvo el patrén
de fragmentacion derivado de la abundancia isotépica de este elemento. Para el cloro elemental
existen dos isétopos en la naturaleza: el >cl y el *’¢l, con abundancias relativas de 75.77 % y 24.23
%, respectivamente. Dado que estamos considerando compuestos diclorados (2,4-DCF) y triclorados
(2,3,4-TCF, TCS y MTCS), los iones de fragmentacién [M-57]" y [M+2-57]" presentaran abundancias
relativas 3:2 para el caso de compuestos diclorados y 1:1 para los triclorados. En la figura 1.2 se
pueden observar los espectros de masas de los analitos considerados.

Figura 1.2. Espectros de masas para el 2,4-DCF, 2,3,4-TCF y TCS derivatizados, y el MTCS.
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[M]*302+304

302
100% ] 304 347

100% 345
,Oo + ome \/
sl
75% a 52 @ /éﬂ \©~ 9 I
o o 75%
a a

50% OMe 254 0% ] 200 /\s./+ \/
0’0\©+ 306 o E 0,\s[/,, 349 D/SI\\/

S -l el

234 da 310
| ‘ I ‘ ‘ ‘ ‘ 312 [M]*402+404
i, L I PSR - ,

230 250 270 290 310 m/z 200 250 300 350

c
25% 1 232

0%

m/z

En base a estos primeros experimentos, se establecieron los parametros de identificacion
de los analitos, utilizando como técnica de deteccion GC-MS, tabla I.2.

Tabla I.2. Parametros de identificacion en GC-MS para triclosdn y compuestos relacionados.

R lones identificacion Intensidades
lones cuantificacion (m/z) )
(m/z) relativas (%)
219 100
2,4-DCF 17.01 219+221 221 73
183 24
253 90
255 100
2,3,4-TCF 19.51 253+255
257 37
217 10
302 93
304 100
MTCS 22.64 302+304
252 41
232 11
'''''''''''''''''''''''''''''''''''''''''''''''''''''''''''''''''''''''''''' 45 95
347 100
TCS 24.73 345+347 349 36
310 7
200 28

! Columna tipo CP-Sil 8 Low Bleed
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1.2.2. Evaluacion de la viabilidad del muestreo mediante SPME con derivatizacion on-fiber

Inicialmente, se evalud la posibilidad de realizar la extraccién mediante SPME vy la posterior
derivatizacion on-fiber con MTBSTFA. Para ello, en un vial de 22 mL, se depositaron 20 mL de agua
ultrapura con adicién de un patron en metanol que contiene triclosan, metiltriclosan, 2,4-
diclorofenol y 2,3,4-triclorofenol, de modo que la concentracion aproximada fue de 5 ng/mL en la
muestra. Se realizd el muestreo por inmersion con agitacion a 500 rpm, con un agitador magnético
recubierto de teflén, durante 15 minutos. Para las pruebas preliminares, se selecciond la fibra de
poliacrilato (PA) debido a que su naturaleza polar hace que sea adecuada para la extraccidon de
fenoles por inmersion [Ribeiro A; 2002]. Tras el muestreo, la fibra se expuso al espacio de cabeza de
un vial de 1.5 mL conteniendo 50 pL de MTBSTFA durante 20 minutos a 40 2C, utilizando las
condiciones de derivatizacién descritas previamente por Rodriguez y colaboradores para anti-
inflamatorios con grupos carboxilicos [Rodriguez I; 2004]. Tras ese tiempo, la fibra se desorbid en el
puerto de inyeccién del sistema GC-MS. Los experimentos, llevados a cabo por cuadruplicado,
mostraron una variabilidad en la sefal para los compuestos derivatizados inferior al 7 %, tabla I.3.
Por otra parte, se evalud si durante este proceso el metiltriclosan sufria algin tipo de degradacion.
La conclusion fue que su respuesta no se modificaba por la presencia del derivatizante.

Tabla 1.3. Repetibilidad de extraccion (N=4) y derivatizacion on-fiber para 2,4-DCF, 2,3,4-TCF, MTCS y
TCS.

Compuesto RSD (%)
2,4-DCF 1.8
2,3,4-TCF 5.0

MTCS 4.2
TCS 6.2

En los cromatogramas de GC-MS se han encontrado sefales intensas que corresponden a
especies tert-butildimetilsililadas, figura 1.3. Por otra parte, no hubo presencia de los compuestos sin
sililar, lo que implica que el proceso de derivatizacion en la fibra es cuantitativo.

77



Determinacidn y reactividad en agua

Figura 1.3. Cromatograma de GC-MS para una muestra de agua (5 ng/mlL) extraida con SPME y

derivatizacion on-fiber.
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1.3. Optimizacidn del proceso de SPME con derivatizacion on-fiber

Una vez demostrada la viabilidad del proceso de derivatizacidon on-fiber de los compuestos
objeto de estudio, se ha llevado a cabo la optimizacién sistematica de las distintas variables que
pueden afectar a la eficacia del proceso de preparacién de muestra con objeto de maximizar su

rendimiento.
En primer lugar, se estudiaron los factores que pueden afectar a la eficacia de extraccion,

manteniendo las condiciones de derivatizacion usadas en las pruebas preliminares (exposicion de la
fibra al espacio de cabeza de un vial conteniendo 50 uL de MTBSTFA durante 20 minutos a 409C).
Para estos experimentos, el nivel de adicion de 2,4-DCF, 2,3,4-TCF, TCS y MTCS a las muestras de
agua se fijo en 10 ng/mL, y el tiempo de muestreo, salvo que se indique lo contrario, fue de 30

minutos.
1.3.1. Modo de muestreo

La posicién de la fibra es uno de los pardmetros mas importantes a la hora de optimizar un

método de SPME. Los modos de muestreo evaluados han sido:
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o Muestreo por inmersion (directo) a temperatura ambiente
o Muestreo en espacio de cabeza (HS) a temperatura ambiente
o Muestreo en HS a 100°C.

Para identificar el modo de muestreo que permite obtener las mayores eficacias de
extraccion, se llevaron a cabo una serie de experimentos exponiendo la fibra de poliacrilato durante
30 minutos a 15 mL de agua ultrapura ajustada a pH 2 con HCl 0.1 M, en viales de 22 mL. Los
resultados obtenidos se muestran en la siguiente figura, figura 1.4.

Figura 1.4. Sefal relativa para los diferentes modos de muestreo considerados frente al muestreo por
inmersion.
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En el grafico anterior se puede observar que, con la excepcion del metiltriclosan que
presenta una respuesta elevada para el muestreo en espacio de cabeza a 1002C, la mejor opcion es
efectuar el muestreo por inmersidn, a temperatura ambiente. Puesto que el objetivo del trabajo es
la determinacion conjunta de los cuatro compuestos, se selecciond el muestreo por inmersion para
proseguir el estudio.

1.3.2. Comparativa de distintas fases

La seleccion de la fase extractante es un parametro importante a la hora de desarrollar un
método de SPME, ya que la eficacia de extraccidn se ve claramente afectada por la naturaleza del
recubrimiento de la fibra.

La eleccidn previa de la fibra de poliacrilato (PA) se ha hecho en base a las propiedades
polares que presenta este polimero, que lo hacen adecuado para la extraccion de clorofenoles,
aunque las caracteristicas del triclosan y, especialmente, del metriltriclosan, menos polares que los
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clorofenoles, sugieren la posibilidad de utilizar otras fases. Las fibras estudiadas, asi como las
temperaturas y el tiempo de desorcion empleados se muestran en la siguiente tabla, tabla I.4.

Tabla 1.4. Fibras utilizadas.

Fase est. Espesor (um) ‘ T2 operacién T2 desorcidn Tiempo desorcién
PDMS 100 200-270°C 260°C 3 min
PDMS-DVB 65 200-2709°C 260°C 3 min
PA 85 200-310°C 270°C 3 min
CAR-PDMS 75 240-300°C 270°C 3 min
CW-DVB 65 220-250°C 220°C 3 min

Los experimentos se llevaron a cabo exponiendo las fibras directamente a 20 mL de agua
ultrapura, con adicién de los compuestos (10 ng/mL), durante 30 minutos. Los resultados obtenidos,
figura 1.5, muestran que las fibras de PA, CW-DVB y PDMS-DVB, con caracteristicas polares y
semipolares, son las que presentaron mejores resultados para la extraccion conjunta de los
compuestos.

Figura I.5. Respuestas normalizadas con respecto a la fibra de PA para las distintas fases evaluadas
(N=3).

oPA B PDMS O cw-DVB E3 PDMS-DVB CAR-PDMS

Respuesta normalizada respecto a PA

2,4-DCF 2,3,4-TCF MTCS TCS Respuesta
promedio

Compuesto

Por otra parte, la fibra de PDMS también proporcioné buenos resultados para el triclosan y,
sobre todo, para el metiltriclosan, pero, en cambio, el rendimiento de la extraccidon fue muy bajo
para los clorofenoles, observando un comportamiento inverso en el caso de la fibra de CAR-PDMS. El
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triclosan y el metiltriclosan presentan constantes de particién octanol-agua elevadas (4.8 y 5.4)
frente a los clorofenoles (2.99 y 3.66), de modo que la utilizacién de fases de caracteristicas apolares,
como es el caso de PDMS, favorece la extraccion de aquellos compuestos mas lipofilicos. Por otra
parte, la fibra de CAR-PDMS posee una naturaleza bipolar debido a la combinacion de ambos
polimeros. Esta fibra presenta mayor afinidad por los compuestos de menor tamafio (2,4-DCF y
2,3,4-TCF), ya que la relacién entre el tamafio molecular de los analitos y el tamafio de poro del
carboxen influye enormemente en la capacidad de adsorcidn de este polimero. Las fases poliméricas
de naturaleza polar, PA y CW-DVB, y la fibra de PDMS-DVB (semipolar), resultaron adecuadas para la
extraccién conjunta de los cuatro analitos. Finalmente, se seleccionaron las fibras de PDMS-DVB y PA
para continuar el estudio, descartando la fibra de CW-DVB, debido a que varios autores han descrito
problemas de estabilidad para este recubrimiento, ademas de que no aporta ventajas adicionales
respecto a poliacrilato y PDMS-DVB [Alzaga R; 2003][Rodriguez I; 2003].

1.3.3. Optimizacion de las condiciones de muestreo con poliacrilato y PDMS-DVB:
Influencia de la agitacion, fuerza idnica del medio y pH

Utilizando el programa estadistico Statgraphics 5.1, se evalud la influencia de estas tres
variables en la eficacia de la SPME mediante un disefio factorial 23, con 2 puntos centrales. Los
valores de estas variables en los distintos experimentos fueron los indicados en la tabla I.5. Como se
puede comprobar, en todos los casos, el pH se mantiene por debajo del pK, de los compuestos. Los
experimentos descritos en la tabla 1.5 se llevaron a cabo con ambas fibras, empleando muestras de
agua ultrapura (15 mL) con adicion de los compuestos a 10 ng/mL. Los resultados obtenidos para
cada uno de los analitos segun la fase utilizada, se muestran en la tabla I.5.

Tabla I.5. Experimentos realizados para evaluar las condiciones dptimas de extraccion para las fibras

de PA y PDMS-DVB. Respuestas obtenidas en dreas de pico.

Agitacién PA (Area de pico x 10°) PDMS-DVB (Area de pico x 10%)
Exp. NaCl(g) pH

(500rpm) DCF  TCF  MTCS TCS DCF  TCF  MTCS  TCS
1! 20 Sin 45 | 18 26 60 29 | 50 46 233 77
2 1 oo Sin 60 | 102 160 182 119 89 109 237 88
3 1 00 Sin 30 | 64 98 273 67 | 128 158 252 118
4 1 40 Sin 30 | 90 130 99 84 | 68 92 184 124
5 i 0.0 Con 6.0 i 334 960 1900 4925 691 992 2234 913
6 | 20 Con 45 | 88 139 904 529 255 126 1075 730
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Agitacién PA (Area de pico x 10°) PDMS-DVB (Area de pico x 10%)

Exp. NaCl (g)
(500rpm) TCF  MTCS TCS

7 40 Con 6.0 ; 83 126 467 95 i 307 184 464 610
8 : 0.0 Con 3.0 : 299 763 1248 586 : 749 1065 2630 1026
9 i 4.0 Sin 6.0 i 120 189 51 170 i 105 106 226 148
10 : 4.0 Sin 3.0 : 522 865 226 529 : 856 1141 580 628

Tras el tratamiento de los datos, con el paquete estadistico Statgraphics 5.1, se obtuvieron
los coeficientes estandarizados para los efectos principales asociados con los factores considerados,
tabla 1.6. Estos coeficientes estiman el efecto de un factor dado en el rendimiento de la extraccién
para cada compuesto. Su valor absoluto es proporcional a la influencia del correspondiente factor en
el proceso de SPME. Un signo positivo, indica un incremento en la eficacia de extraccidon cuando el
factor cambia del nivel bajo al alto en el dominio del disefio, mientras que el signo negativo indica un
comportamiento opuesto.

La tendencia fue similar para ambas fibras: la agitacion resulto ser el factor mdas importante
con un efecto positivo en la eficacia de la extraccion, sobre todo para los compuestos mas lipofilicos
(TCS y MTCS), probablemente debido a sus bajos coeficientes de difusion en agua. La adicién de
cloruro sédico provocé una disminucién de la sefial para todos los compuestos, siendo significativa
(95 % confianza) para el MTCS con ambas fases poliméricas, y para el TCS con PDMS-DVB. Por ultimo,
el pH parece ejercer un efecto negativo aunque no significativo en la extraccién. En base a estos
resultados, el pH se fij6 en 4.5 unidades, un valor intermedio en el dominio del disefio, para
asegurarse de que los compuestos estén en forma protonada (2 unidades por debajo de su pK,). La
agitacién, dado que mejora significativamente la eficacia de extraccion se mantuvo en 500 rpm
durante el muestreo.

Tabla I.6. Coeficientes estandarizados de los efectos principales para los factores considerados en la

optimizacion del proceso de SPME utilizando PA'y PDMS-DVB.

PA PDMS-DVB
MTCS TCS MTCS
Agitacion . . . . L3228 2.3 8.7° 26.0°

Nacl . . . . i -05 -0.7 -6.5° -5.5

? Factores estadisticamente significativos para un nivel de confianza del 95 %
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Dentro del rango estudiado en el disefio, la adicion de sal provocd una reduccion en las
respuestas de los analitos. En concreto para el caso del MTCS, con ambas fibras, y para el TCS, con la
fibra de PDMS-DVB, el efecto fue estadisticamente significativo. Desde el punto de vista cinético la
sal ralentiza la difusién de los analitos desde la muestra a la fibra, sobre todo para las especies
lipofilicas. Por otro lado, atendiendo a la termodinamica de la SPME, deberia resultar positiva para
especies polares y no idnicas (por ejemplo, el 2,4-DCF y el 2,3,4-TCF). Por tanto, antes de fijar el valor
optimo de este factor, se re-evalud su efecto a diferentes niveles. La figura 1.6 muestra que, incluso
para los fenoles, la eficacia de extraccidn (usando la fibra de PA) disminuye con la adicidn de cloruro
sodico. Por tanto, se prescindio de la adicion de sal para experimentos posteriores.

Figura 1.6. Efecto de la sal en la extraccion de los compuestos mds polares (fibra de PA).
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1.3.4. Volumen de muestra

El volumen de muestra estd relacionado con la sensibilidad del método, de modo que se
consigue la cantidad maxima de analito en la fibra cuando se llega al denominado volumen infinito. A
partir de este punto, la cantidad de analito extraida es independiente del volumen de la muestra
empleado y viene dado por

n = KViCo

Para evaluar la influencia de esta variable en la eficacia de extraccion se realizaron una serie
de experimentos utilizando volumenes de muestra de 10, 20 y 110 mL, en viales de 11, 22 y 120 mL,
conteniendo la misma concentracion de los analitos (10 ng/mL) y considerando un tiempo de
extraccién de 30 minutos para ambas fibras (PA y PDMS-DVB), figura I.7. Tal como se puede observar

en la grafica, no hay diferencias significativas entre los volumenes de 10 y 20 mL para ambas fibras.
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Para 100 mL de agua, se aprecidé una pequeiia disminucidn en la sefial, principalmente para el TCS y
MTCS con la fibra de PA. Este comportamiento puede deberse a problemas de agitacién y, por lo
tanto, una difusion menos eficaz de los analitos hacia la fibra.

El volumen de muestra utilizado en experimentos posteriores fue de 20 mL, no obstante en

el caso de disponer de poca muestra, se puede reducir a 10 mL.

Figura 1.7. Influencia del volumen de muestra en la eficacia de la SPME (N=3).
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1.3.5. Tiempo de extraccion

Uno de los aspectos a considerar en los métodos de SPME es la influencia del tiempo de
extraccion en la cantidad de analito concentrado sobre la fibra. Hasta alcanzar condiciones de
equilibrio, el rendimiento de la extraccidn aumenta con el tiempo de exposicidn a la muestra.

Se realizé el estudio de la cinética de extraccion para ambas fibras, utilizando 20 mL de
agua, ajustada a pH 4.5, con un nivel de adicién de los compuestos de 5 ng/mL. Los tiempos de
extraccién estudiados fueron 5, 10, 30, 45, 60, 90 y 120 minutos. Posteriormente, se procedi6 a la
derivatizacion de los analitos retenidos en la fibra, exponiéndola al espacio de cabeza de un vial con
50 uL de MTBSTFA durante 20 minutos a 409C, tras lo cual se desorbié en el inyector del sistema GC-
MS.

En la figura 1.8 se puede observar que tras dos horas de muestreo todavia no se ha
alcanzado el equilibrio. Por otra parte, cabe destacar la similitud en los perfiles de extraccién de los
compuestos con ambas fibras. La excepcidn fue el 2,4-diclorofenol, que presentd una mayor eficacia
de extraccién con la fibra de PDMS-DVB frente PA, dentro del intervalo de tiempo estudiado.
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Debido a que no se alcanza el equilibrio tras dos horas de muestreo, éste ha de realizarse
bajo condiciones cinéticas para que el procedimiento desarrollado sea aceptable desde el punto de
vista del tiempo dedicado a la preparacién de la muestra. Para ajustar la duracidn de la etapa de
preparacion de muestra (extraccidn y derivatizacidn) a la de separaciéon cromatografica, se limité el
tiempo de muestreo a 30 minutos.

Figura 1.8. Cinéticas de microextraccion para los analitos objeto de estudio.
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1.3.6. Optimizacion de las condiciones de derivatizacion

El efecto del tiempo (10-40 minutos), temperatura (40-702C) y volumen de derivatizante
(20-100 pL) en la sefial analitica (areas de pico) se ha estudiado utilizando un disefio experimental a
2 niveles con 3 puntos centrales. La matriz de experimentos utilizada se muestra a continuacion,
tabla I.7.

Las extracciones se llevaron a cabo con muestras de agua ultrapura, a pH 4.5, con adicién de
los compuestos a nivel de 5 ng/mL. Tras un muestreo de 30 minutos, se expuso la fibra al espacio de
cabeza de un vial conteniendo MTBSTFA, en las condiciones indicadas en la tabla 1.7 para cada
experimento. Los resultados obtenidos, en area de pico, se muestran en la siguiente tabla.

Tabla I.7. Matriz de experiencias y resultados obtenidos en la optimizacion de la derivatizacion on-
fiber.

PA (Area de pico x 10%) PDMS-DVB (Area de pico x 10

TCF

| | |

1 1 55 25 60 1 136 576 1602 780 i 316 549 1290 590
| | |

2.1 70 10 20 ; 155 520 1255 632 ; 263 473 1125 488
i | |

3 1 40 40 100 | 165 691 1762 904 | 341 526 1344 559
| | |

4 . 70 40 100 ; 56 393 1107 532 ; 149 417 1212 504
i i i

5 1 40 40 20 i 211 619 1276 670 i 372 554 1299 550
| | |

6 | 40 10 20 | 181 521 1276 547 i 498 701 1759 771
| | |

7170 10 100 ! 117 471 1088 6025 319 562 1401 606

8 | 55 25 60 | 129 556 1158 742 | 383 651 1750 712
| | |

9 ! 70 40 20 ! 91 527 1438 716 1219 566 1724 711
i i i

0 | 40 10 100 | 193 596 1401 685 436 618 1355 609
| | |

11 1 55 25 60 : 144 514 1198 617 ! 399 651 1613 681

Tras el tratamiento estadistico de los datos, se obtuvieron los valores de los coeficientes
estandarizados para los efectos principales y las interacciones de orden dos entre factores, figura 1.9.
Sélo se encontraron factores estadisticamente significativos (95 % confianza) para el 2,4-DCF y el
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2,3,4-TCF. En el caso del triclosan, ningln factor afecté a la eficacia de la derivatizacidén, mientras que
para el metiltriclosan, tal como es ldgico, no hubo variacién de la seial del mismo, figura 1.9.

Para el 2,3,4-TCF y sobre todo para el 2,4-DCF, el tiempo y la temperatura afectaron
significativa y negativamente a las respuestas obtenidas para ambas especies, lo cual puede ser
explicado por una desorcion parcial de estos compuestos durante la exposicion de la fibra de SPME
al agente derivatizante a temperaturas elevadas.

Figura 1.9. Carta Pareto correspondiente a la optimizacion de las condiciones de derivatizacion on-
fiber, usando MTBSTFA, para las fibras de PA'y PDMS-DVB.
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Efectos estandarizados

Por otra parte, la interaccion tiempo-temperatura (AC) y volumen de MTBSTFA-temperatura
(BC) influyeron también de modo negativo en las sefiales obtenidas para algunos compuestos con la
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fibra de PA. Este comportamiento sugiere de nuevo la posibilidad de pérdidas en la etapa de
derivatizacion a tiempos y temperaturas elevadas, ademas de desplazamiento de los analitos por el
agente derivatizante, figura 1.10.

Figura 1.10. Grdficos de interacciones para el 2,4-DCF y el 2,3,4-TCF con la fibra de PA.
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En vista de los resultados anteriores, el tiempo y el volumen de derivatizante se
mantuvieron en sus valores bajos (10 minutos y 20 pL de MTBSTFA, respectivamente) con objeto de
minimizar la duracién del método propuesto ademas del consumo de derivatizante. Al observar que
una menor temperatura redundaba en mayores respuestas, se realizaron pruebas adicionales para
evaluar la viabilidad de llevar a cabo la derivatizacion on-fiber a temperatura ambiente, figura .11.

Figura 1.11. Derivatizacion on-fiber a temperatura ambiente versus 40° C (N=3).
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Tanto los valores medios de las respuestas obtenidas como sus coeficientes de variacion,
fueron similares en ambas condiciones para las dos fibras. Por conveniencia, en experimentos
posteriores, la derivatizaciéon se llevd a cabo a temperatura ambiente, evitando asi la necesidad de
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utilizar sistemas de control de temperatura. Por lo tanto, las condiciones finales de derivatizacién on-
fiber fueron 20 uL de agente derivatizante (MTBSTFA), temperatura ambiente (20 + 2°C) y 10

minutos, para ambas fibras.
1.3.7. Evaluacion de los efectos de memoria

Después de la desorcidn de la fibra, en el puerto de inyeccion del cromatégrafo, pueden
quedar restos de los analitos en la fase polimérica que darian lugar a problemas de contaminacién
en el andlisis de la siguiente muestra. Por esa razén, es necesario evaluar si la temperatura y el
tiempo de desorcidn utilizados son suficientes para eliminar completamente los analitos de la fibra.
Tras la realizaciéon de un muestreo sobre agua con un nivel de adicidn de los analitos del orden de 3
ng/mL, con posterior derivatizacién e inyeccién en un GC-MS, se desorbié de nuevo la fibra para
determinar los posibles restos de los analitos sobre la misma. Ademas, para poner de manifiesto la
presencia de especies sin derivatizar en el recubrimiento, se repitié el experimento anterior pero
exponiendo las fibras de nuevo a una fraccion fresca del agente derivatizante, antes de la segunda
desorcion. Los porcentajes de sefial, respecto a la primera desorciéon de la fibra, se muestran en la

tabla I.8 para ambas fibras.

Tabla 1.8. Seiial relativa en la segunda desorcion de las fibras de SPME.

+ 22 desorcién

" Seria PA PDMS-DVB
relativa 24-DCF  234TCF  MTCS TCS  24-DCF  234-TCF  MTCS
22 desorcién | 0.0 0.0 04 09 : 00 00 o7 e
Derivatizacion i 0.0 0.0 0.5 12 i 0.0 0.0 13 1.7
| |

En primer lugar, cabe destacar la similitud entre los resultados obtenidos para las dos fibras.
Se puede observar que, tras tres minutos de desorcién, se eliminaron completamente los analitos
mas volatiles (2,4-diclorofenol y 2,3,4-triclorofenol) mientras que para el metiltriclosadn y el triclosan
los efectos de memoria representaron entre el 0.4 y el 1.7 % de sus areas de pico en la primera
desorcion. Las sefiales relativas en la segunda desorcion fueron similares tanto considerando la
etapa adicional de exposicidn al agente derivatizante como sin considerarla, lo que indica que estas
sefiales proceden de restos de los analitos derivatizados remanentes en la fibra después de su
desorcion durante 3 minutos a 2709C (PA) y 2602C (PDMS-DVB).
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Para minimizar los efectos memoria, tras la primera desorcidn, las fibras se situaron en el
inyector de otro sistema cromatografico a la misma temperatura de desorcién (2702C para PA y
2602C para PDMS-DVB) durante otros tres minutos. Tras esta segunda desorcién, no se detectaron
problemas de contaminacidn cruzada.

1.3.8. Efectos de matriz

Cuando un método analitico es aplicado a muestras reales, la sefial obtenida puede variar
en funcién de la matriz analizada. Concretamente en la técnica de SPME, puede producirse una
disminucién de la cantidad extraida al aumentar la complejidad de la muestra.

Para evaluar la posible existencia de efectos de matriz, se realizd una adicidn de la mezcla
de los analitos en cuatro matrices distintas (agua ultrapura, agua de rio, agua residual tratada y sin
tratar) a nivel de 3 ng/mL. El andlisis de las muestras, por triplicado, se realizé tal como se detallé en
la parte experimental. Los resultados para cada uno de los analitos segun la fibra seleccionada se
muestran a continuacion, figura 1.12. En el caso de las aguas residuales se sustrajo, a la sefial de las
muestras con adicion, el correspondiente blanco (muestra sin adicion).

Figura 1.12. Comparacion de respuestas (% sefial relativa a agua Milli Q) utilizando distintas matrices

acuosas (N=3).
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En general, estas figuras nos muestran que la eficacia de la extraccion no se ve afectada por
la naturaleza de la matriz, con lo cual no es necesario realizar adiciones a cada muestra, para
cuantificar los niveles de estos compuestos en los distintos tipos de agua.

1.4. Caracterizacion del método analitico

El método analitico desarrollado, figura 1.13, ha sido caracterizado en lo referente a
linealidad, limites de cuantificacion y exactitud, considerando como técnica de deteccién la
cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas (GC-MS).

Figura 1.13. Esquema del proceso de SPME para la determinacion de TCS, MTCS, 2,4-DCF y 2,3,4-TCF
en agua.

Fibra de PA 6 PDMS-DVB

20 mL muestra pH 4.5 Derivatizacién on-fiber
20 pL MTBSTFA,

HS, 10 min

Muestreo por inmersion a T.A.
Agitacion a 500 rpm
30 min

1.4.1. Linealidad

Se procedié al estudio de la linealidad en las respuestas de los compuestos objeto de
estudio para muestras con adicién, a niveles de concentracion comprendidos entre 0.03 ng/mLy 10
ng/mL. Se realizaron siete niveles de adicidn en el rango anterior de concentraciones sobre agua a
pH 4.5. En la tabla 1.9, se muestran las ecuaciones de las rectas de adicidn obtenidas para cada uno
de los analitos con ambas fibras, y sus coeficientes de determinacién (R?). Como se puede
comprobar la respuesta se mantuvo lineal en el rango evaluado.
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Tabla 1.9. Rectas de calibrado y coeficientes de determinacion obtenidos con las dos fibras

estudiadas, utilizando como técnica de determinacion GC-MS.

Y PDMS-DVB
Ecuacién Y=180602X+5902 Y=409714X+37951
2,4-DCF
R 0.999 0.999
''''''''''''''''''''' Ecuacion  Y=412432X+23768  Y=470739X+22327
2,3,4-TCF i
R 0.996 0.999
''''''''''''''''''''' Ecuacién  Y=791457X-51462  Y=829610X-1374
MCTS
R’ 0.998 0.999
S Ecuacién  Y=836108X-10920 Y=837032x+21116
TCS
R? 0.999 0.999

1.4.2. Limites de cuantificacion

Los limites de cuantificacién (LOQs) se definen como la cantidad minima de analito que
puede ser cuantificada con fiabilidad, correspondiente a una relaciéon S/N de 10. Los limites de
cuantificaciéon obtenidos para el método desarrollado con deteccidon por GC-MS son los que se

muestran en la tabla 1.10.

Tabla 1.10. Limites de cuantificacion para el método desarrollado utilizando como técnica de

determinacion GC-MS.

Fibra 2,4-DCF 2,3,4-TCF MTCS TCS
LoQ PA 7 2 2 1
(ng/t) ~ PDMS-DVB 4 2 2 T

Comparando los LOQs de la metodologia desarrollada en esta Tesis Doctoral, frente a otras
basadas en la SPME para la determinacion de clorofenoles en agua, se observa que utilizando la
misma fibra y modo de muestreo son equivalentes o incluso inferiores que los obtenidos por otros
autores tal como se aprecia en la tabla 1.1 del presente capitulo [Guerra SimGes N; 2007][Ribeiro A;
2002].
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1.4.3. Repetibilidad del proceso

Se realiz6 un estudio de repetibilidad del proceso de muestreo y derivatizacién para las dos
fibras evaluadas, utilizando como técnica de determinacién GC-MS. Para ello, se analizaron, por
quintuplicado, muestras de 20 mL de agua ultrapura a pH 4.5, con adicion de los analitos a nivel de
0.5 ng/mL. Los resultados obtenidos se muestran a continuacion, tabla I.11.

Tabla 1.11. Estudio de repetibilidad utilizando como técnica de determinacion GC-MS (N=5).

PA (CV %) PDMS-DVB (CV %)
Adicion en agua
N2 de ciclos de extraccion previos
(ng/L)
24-DCF | 4% | 72 95 8.0 18.2 17.2
i i i
234-TCF | 488 . 76 103 7.8 15.8 17.4
i i i
MCTS 519 ! 9.2 6.8 ! 6.4 23.3 21.1
i i i
7CS I 497 | 8.7 80 | 5.9 21.3 17.5
| | |

La variabilidad obtenida con la fibra de PA es inferior, en todos los casos a 10 %, sin
embargo se observa que hay una pérdida de repetibilidad al aumentar el nimero de ciclos de
extraccién-derivatizacion para la fibra de PDMS-DVB. Este comportamiento podria ser debido a la
obturacion de los poros del polimero de DVB debido a especies poco volatiles co-extraidas,
incrementando asi la variabilidad de los resultados.

1.4.4. Exactitud del método de SPME

La exactitud del método de SPME se evalué con una muestra de agua residual sobre la cual
se practicd una adicidn de los analitos a nivel de 1 ng/mL. Para la extraccion de la muestra se empled
la fibra de PA en las condiciones seleccionadas, tanto para la muestra sin adiciédn como para la
muestra con adicidén. Una vez restada la seial para la muestra sin adicidn, se calculd la recuperacion
como la relacién (en tanto por cien) entre la concentracién encontrada y la concentracion tedrica
afadida. Los resultados obtenidos se muestran en la siguiente tabla.
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Tabla 1.12. Exactitud del método de SPME. Muestra con adicion de 1 ng/mL.

2,3,4-TCF
Afiadido (ng/L) 941 986 940 989
Encontrado (ng/L) 981+70 964148 982453 1005462
Recuperacion % 104.3 97.8 104.5 101.6
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Il. DETERMINACION DE PARABENES EN AGUA MEDIANTE MICROEXTRACCION EN FASE
SOLIDA

2.1. Introduccién

En esta seccion de la memoria, se describe la aplicacion de SPME a la extraccidén de los
ésteres alquilicos y bencilicos del acido parahidroxibenzoico en muestras de agua. Previamente al
desarrollo de esta metodologia [Canosa P; 2006 B], sélo existia una aplicacion de SPME para la
determinacién de parabenes en formulaciones cosméticas. Lokhnauth y Snow [Lokhnauth JK; 2005]
llevaron a cabo la optimizacién de los pardmetros que afectan a la microextraccion de estos
compuestos, utilizando la espectrometria de movilidad iénica como técnica de determinacion. Estos
autores, compararon varias fibras (PDMS de 100 um, PDMS de 7 um, PA de 85 um, PDMS-DVB de 65
pum y DVB-CAR-PDMS de 50/30 um), considerando un tiempo de extraccion de 15 minutos. Los
mejores resultados, en lo referente a eficacia, fueron los obtenidos con PA, PDMS-DVB y DVB-CAR-
PDMS, seleccionando finalmente la fibra triple ya que alcanzé el equilibrio en 15 minutos para
muestras de cosméticos (50 mg) diluidas con 100 mL de agua. El pH del medio se mantuvo por
debajo del pK, de los compuestos y el porcentaje de cloruro sédico se fijé en un 20 %. Aunque la
precision obtenida con esta metodologia ha sido aceptable (RSDs inferiores a 7 %), sus limites de
cuantificacién, del orden de 30 ng/mL, fueron muy superiores a los niveles presentes en aguas
residuales y superficiales. Esto hace que sea necesario el desarrollo de una metodologia mas sensible
para muestras de agua. Con este fin, ademads de derivatizar los analitos retenidos en la fibra, se
decidio utilizar la espectrometria de masas en tdndem, acoplada a cromatografia de gases, como
técnica de determinacién.

2.2. Experimentos previos

2.2.1. Eleccion del agente sililante y estudios preliminares de repetibilidad

Los parabenes son derivados fendlicos susceptibles de sufrir, al igual que el triclosan y los
clorofenoles, una reaccién de derivatizacion cuando se ponen en contacto con un agente sililante.
Para poner de manifiesto el incremento de sensibilidad, asi como la mejora en la forma de pico,
proporcionado por la derivatizacién se tomé una alicuota de 500 pL de un patrén de 2 pg/mL en
acetato de etilo (de MeP, EtP, PrP y BuP), y se mezclé con 20 uL de N-(tert-butildimetilsilil)-N-
metiltrifluoroacetamida (MTBSTFA). Tras cinco minutos de reaccion, se inyectd 1 uL de la mezcla en
el sistema GC-MS. Asi mismo, se ha inyectado el patrén sin proceder a la etapa previa de sililacion.
Los cromatogramas obtenidos se muestran en la figura I1.1.
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Figura 1.1. Cromatograma reconstruido con los iones caracteristicos del MeP, EtP, PrP y BuP sin
derivatizar (B; m/z 121) y como derivados sililados (A, m/z 209, 223, 237, 251). Columna HP5-MS con

12 meses de uso.
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La eleccién del agente derivatizante se hizo en base a los espectros de masas
correspondientes a impacto electrénico, al utilizar bis-(trimetilsilil)trifluoracetamida (BSTFA) o N-
(tert-butildimetil)-N-metil trifluroacetamida (MTBSTFA) como agentes sililante, figura 11.2.

96



SPME aplicada a la extraccidn de Parabenes

Figura I1.2. Espectros de masas para los parabenes derivatizados con BSTFA y MTBSTFA.
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Como se puede observar en la anterior figura, la utilizacién de BSTFA como derivatizante
proporciona espectros de masas con mayor fragmentacion (a excepcion del BzP) frente a la
utilizacién de MTBSTFA, donde el pico base corresponde con el ién de m/z [M-57]". Dado que es un
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fragmento intenso, es posible seleccionarlo como i6n precursor a la hora de llevar a cabo la
optimizacion de los pardmetros de masas-masas para la determinacion de los compuestos
estudiados.

Una vez seleccionado el agente derivatizante, se evalud la posibilidad de realizar la
extraccion de los compuestos con la fibra de poliacrilato, previamente utilizada para la extraccion de
triclosan y clorofenoles, y su posterior derivatizacion exponiéndola al espacio de cabeza de un vial
conteniendo MTBSTFA. La extraccion se llevod a cabo en una muestra de agua ultrapura, a pH 4.5, con
adicion de los analitos (20 ng/mL), durante 30 minutos y con agitacién a 500 rpm. Tras la extraccion,
se procedio a la derivatizacion on-fiber de los compuestos exponiendo la fibra al espacio de cabeza
de un vial conteniendo 20 pL de MTBSTFA, durante 15 minutos a temperatura ambiente. Los
resultados obtenidos mostraron una variabilidad inferior al 11 % para todos los compuestos, tabla
I.1.

Tabla 11.1. Repetibilidad (% RSD) del proceso SPME con derivatizacion on-fiber (N=5 réplicas). Pruebas
preliminares.
MeP EtP PrP BuP BzP
11.0% 8.4% 4.8% 4.4 % 52%

2.2.2. Identificacidn cromatografica

La identificacion de los picos cromatograficos correspondientes a los analitos estudiados se
realizd considerando sus tiempos de retencidn, asi como los espectros de MS y MS/MS para sus
derivados tert-butildimetilsililados. Para la optimizacién de las condiciones de MS/MS se inyectd un
patrdén en acetato de etilo, con una concentracion de 0.5 ug/mL para cada componente, derivatizado
con 50 pyL de MTBSTFA. Con ayuda de la herramienta de desarrollo automatizado de métodos
(Automated Methods Development, AMD) se optimizaron los pardmetros que afectan a la
fragmentacion, como son el nivel de almacenamiento de excitacion o excitation storage level y la
amplitud de excitacién. En el caso del MeP, EtP, PrP y BuP los espectros de MS/MS presentaron un
patron de fragmentacion similar, correspondiente a la sustitucion de la cadena alquilica por un
proton (sefiales a m/z 195) seguido de pérdidas de CO, (sefiales a m/z 151), y/o agua (sefiales a m/z
177), figura I1.3. Para el bencilparaben, su fragmentacion resulté mas compleja, presentando un ion
producto a 241 correspondiente a la pérdida de CO, a partir del ién precursor (m/z 285). Un segundo
ién producto de m/z 163 procede de la pérdida del anillo aromatico (78 unidades) y CO, (44
unidades), figura Il.3.
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Figura 11.3. Espectros de masas-masas obtenidos para los parabenes, tert-butildimetilsililados, en

modo resonante.
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siguiente tabla.

Los tiempos de retencién y las condiciones de deteccidon en MS y MS/MS se muestran en la

Tabla 11.2. Tiempos de retencién y pardmetros de MS/MS para la determinacion de parabenes.

16n Nivel de . lones
o ] Amplitud de lones producto R
Tr (min) precursor almacenamiento o cuantificacion
excitacion (V) (m/z)
(m/z) (m/z) (m/z)
MeP 15.80 209 92 0.5 195,177,149 177
EtP 16.58 223 98 0.5 195,177,163,151 195+177+151
PrP 17.60 237 104 0.5 195,163,151 195+151
BuP 18.62 251 110 0.5 195,151 195+151
BzP 22.37 285 90 0.4 241,225,163 241+163

! Columna HP5-MS
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2.3. Optimizacion del proceso de SPME con derivatizacidon on-fiber

Los distintos parametros que afectan al proceso de SPME se han optimizado de modo
sistematico para obtener eficacias de extraccién adecuadas para la determinacién de parabenes en
muestras acuosas a niveles de las partes por trillén (ng/L). En todos los ensayos realizados, se
empled agua ultrapura con adicion de los compuestos a nivel de 2 ng/mL, manteniendo las
condiciones de derivatizacidn utilizadas en las pruebas preliminares.

2.3.1. Recubrimiento de la fibra de SPME

Se estudid la eficacia de extraccion de cinco fibras (PDMS, PDMS-DVB, PA, CAR-PDMS y CW-
DVB) para la concentracion de parabenes en muestras de agua ajustadas a pH 2.5. La extraccién se
llevd a cabo en la modalidad de inmersidn, durante 20 minutos, a temperatura ambiente. Al igual
que en el caso del triclosan, se tuvo en cuenta el rango de trabajo de las fibras para seleccionar la
temperatura del puerto de inyeccion, considerando para todas ellas un tiempo de desorcién de 3
minutos (tabla I.4 de este capitulo). Los resultados obtenidos se muestran en la figura 11.4.

Figura 11.4. Eficacias de extraccion para las fibras de PDMS, PDMS-DVB, PA, CAR-PDMS y CW-DVB.
Sefial relativa a la fibra de PA.

B pA O PDMS-DVB B PDMS B CAR-PDMS B CW-DVB

Sefial normalizada respecto a PA

Como se puede comprobar, las respuestas mas elevadas corresponden a PA, seguida de
CAR-PDMS (excepto para BzP) y PDMS-DVB. Estos resultados fueron comparables a los obtenidos
por Lokhnauth y colaboradores, para el analisis de parabenes en productos cosméticos [Lokhnauth
JL; 2005]. La afinidad de los compuestos por las fases poliméricas puede ser explicada en base a sus
polaridades, siendo mas afines a recubrimientos de naturaleza polar (PA) y semipolar (CAR-PDMS,
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PDMS-DVB) frente a los de naturaleza apolar (PDMS). Sorprendentemente, la fibra de CW-DVB,
también con caracter polar, proporciond eficacias de extraccién muy bajas.

2.3.2. Fuerza idnica del medio

La fuerza idnica puede afectar considerablemente a la eficacia de la extraccidon. La adicion
de cloruro sdédico se utilizé para poner de manifiesto como varia la sefal de los compuestos
estudiados en funcién de la fuerza idnica del medio. En este estudio, se prepararon alicuotas de 18
mL de agua ultrapura, a pH 2.5, con concentraciones crecientes de cloruro sédico desde 0 hasta 300
mg/mL. El muestreo fue llevado a cabo usando la fibra de PA, por inmersion, durante un tiempo de
40 minutos. Tal como se aprecia en la siguiente figura (figura 11.5), inicialmente se observé un
incremento en las respuestas de los analitos hasta 100-150 mg/mL de cloruro sdédico,
manteniéndose constante, o incluso disminuyendo, para los compuestos mas lipofilicos (BuP y BzP),
a concentraciones de sal superiores.

Tedricamente, la adicidn de sal provoca un incremento de la fuerza idnica del medio con el
consecuente aumento de la cantidad de analito extraido por la fibra. Desde el punto de vista
termodinamico, este comportamiento puede explicarse, para compuestos polares y no idnicos,
como una interaccion de las moléculas de agua con los iones salinos en lugar de con los analitos. Por
otra parte, la presencia de grandes cantidades de sal, provoca un aumento de la viscosidad de la
muestra que hace que la difusidn de los analitos hacia la fibra sea mas lenta, fendmeno que ya habia
sido observado para el triclosan.

Figura 11.5. Influencia de la adicion de sal en la eficacia de la SPME de parabenes. Fibra de PA, n=3
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En base a estos resultados, se seleccioné 150 mg/mL como la concentracion éptima de sal,
ya que hasta este valor se observd un incremento en la respuesta de todos los compuestos. Bajo
estas condiciones, se revisaron las eficacias relativas de extraccién para los recubrimientos que
proporcionaron las mayores respuestas en ausencia de sal: PA, PDMS-DVB y CAR-PDMS, figura Il.6.
De nuevo la fibra de PA proporcioné respuestas claramente superiores a las dos restantes, ademas
se observd que las respuestas relativas obtenidas para PDMS-DVB aumentaron al afiadir sal a las
muestras, mientras que para CAR-PDMS se obtuvo el comportamiento contrario, sobre todo para los
compuestos mas lipofilicos.

Figura 11.6. Comparativa de respuestas obtenidas con PA, PDMS-DVB y CAR-PDMS. Muestras con sal
(150 mg/mLl) y sin sal, 40 minutos de muestreo.
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2.3.3. pH y volumen de muestra

El efecto del pH en la eficacia de extraccion fue evaluado considerando los pardmetros
anteriormente ajustados (150 mg/mL NaCl y PA). Su influencia se investigd a tres niveles distintos
(2.5, 4.5y 6.5), todos ellos, al menos, 2 unidades por debajo del pK, de los compuestos (8.2-8.3). Asi
mismo, se realizaron también extracciones a pH 8.1, figura I.7. En conjunto, se observa que la
eficacia de extraccidn es independiente del valor de pH considerado. Por tanto, en experimentos
posteriores no se ajusté el pH de las muestras.
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Figura I1.7. Influencia del pH en la eficacia de extraccion de los parabenes mediante SPME (N=3).
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El volumen de muestra es otro factor a optimizar ya que de acuerdo con la teoria de la
SPME para un sistema en dos fases, en condiciones de equilibrio termodindamico, la cantidad de
analito extraido viene dado por
K Ve + Vg
De modo que a mayor volumen de muestra, mayor serd la cantidad de analito extraida,
hasta que el término KV; sea mds pequefio que V,. A partir de este momento, la masa de analito
extraida es independiente del volumen de muestra y su valor viene dado por la siguiente expresion:
n = K¢ ViCo
En base a estos argumentos, se realizaron extracciones considerando varios voliumenes
diferentes de muestra (10, 20 y 110 mL) conteniendo los analitos a idéntico nivel de concentracién.
Los resultados obtenidos muestran que las eficacias son similares para todos los compuestos, con
excepcion del BzP que parece presentar un ligero incremento de sefial al utilizar volimenes de
muestra mayores, en detrimento de su repetibilidad, figura 11.8.

Figura 11.8. Influencia del volumen de muestra en la eficacia de la extraccion (N=3).
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Teniendo en cuenta estos resultados, el volumen de agua empleado se limité a 10 6 20 mL
(dispuesta en viales de 11 6 22 mL) en funcion de la cantidad de muestra disponible.

2.3.4. Modo de muestreo y agitacion

La eficacia de la extraccion en SPME ha sido evaluada considerando tres modos diferentes
de muestreo (inmersidn a temperatura ambiente, espacio de cabeza -HS- a temperatura ambiente y
HS a 1002C) para muestras de agua ultrapura, conteniendo 150 mg/mL de NaCl, durante un periodo
de 40 minutos. Tras la derivatizacidn, la fibra fue desorbida en el puerto de inyeccidn del sistema GC-
MS/MS, obteniendo los correspondientes registros cromatograficos. Los resultados revelaron que el
muestreo en modo directo proporciond mayores eficacias de extraccion frente al espacio de cabeza,
tanto a temperatura ambiente (TA) como a 1002C. Salvo en el caso del MeP, la respuesta obtenida
con el muestreo en espacio de cabeza representa menos del 5 % de la correspondiente al muestreo
por inmersién, figura 11.9.

Figura 11.9. Modo de muestreo para la fibra de PA. Sefial relativa a muestreo por inmersion (N=3).
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Una vez demostrado que la extracciéon por inmersién es la que proporciond resultados
6ptimos, el efecto de la agitacidn se ha evaluado univariantemente. Se llevaron a cabo una serie de
experimentos sin agitacion y con agitacién a 500 rpm, generando un vortex homogéneo en el vial de
la muestra. Los resultados obtenidos mostraron que la agitacidn favorece en gran medida la
extraccién de los compuestos de mayor log K, ya que mejora su difusion en el medio acuoso desde
el seno de la muestra a la superficie de la fibra, mientras que en el caso del MeP su efecto no resulté
significativo, figura 11.10.
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Figura 11.10. Efecto de la agitacion en la sefial de los parabenes. Datos para SPME por inmersion con
fibra de PA (N=3).
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2.3.5. Tiempo de extraccion

Una vez fijados el volumen de muestra (10 mL), la cantidad de NaCl (150 mg/mL), la
agitacién (500 rpm), el modo de muestreo (inmersién) y el tipo de fibra (PA), se evalué el tiempo
necesario para llegar a una situacion de equilibrio en la extraccién. Para la realizacién del estudio
cinético, se prepararon una serie de muestras de agua ultrapura con adicion de los parabenes a nivel
de 2 ng/mL. Los tiempos de muestreo fueron de 5, 10, 20, 30, 45, 60, 90 y 170 minutos, obteniendo
los perfiles de extraccion que se muestran en la figura 11.11.

Figura 11.11. Cinéticas de extraccion para los parabenes.
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Los graficos anteriores revelan que 60 minutos de exposicion fueron suficientes para
alcanzar el equilibrio en el caso del MeP. Para EtP, PrP, BuP y BzP no se alcanzé el equilibrio dentro
del intervalo de tiempo evaluado. Finalmente, se decidié limitar el tiempo de extraccion a 40
minutos para incrementar la productividad del método, referida a nimero de muestras procesadas
por unidad de tiempo.

2.3.6. Optimizacion de las condiciones de derivatizacion on-fiber

La temperatura, el tiempo de derivatizacion y el volumen de derivatizante son factores que
afectan directamente a la derivatizacion sobre la fibra. Sus efectos potenciales en la sefial de los
parabenes derivatizados fueron evaluados simultaneamente, empleando un disefio factorial de
modo mixto 3 x 2%, con dos puntos centrales, con ayuda del programa estadistico Statgraphics Plus
5.1. En este tipo de disefios, uno de los factores es estudiado a tres niveles dentro del espacio de las
variables, de modo que es posible obtener el término cuadratico asociado al mismo. Dentro de los
factores evaluados, la temperatura se selecciond como la variable a estudiar a tres niveles: 209C
(temperatura ambiente), 452C y 702C. Volumen de derivatizante (20-80 uL) y el tiempo de
derivatizacion (10-40 minutos) se estudiaron a dos niveles. Para tener suficientes grados de libertad
y estimar asi el error experimental, se incluyeron dos puntos centrales en el disefio.

Para llevar a cabo los experimentos se utilizaron 10 mL de agua ultrapura (con adiciéon de los
compuestos a nivel de 2 ng/mL), conteniendo 150 mg/mL de NaCl. El muestreo, con la fibra de
poliacrilato, se llevd a cabo durante 40 minutos, con agitacién a 500 rpm. Una vez finalizada la etapa
de extraccion, y secada la aguja de la jeringa de SPME, se procedié a la derivatizacidn on-fiber en las
condiciones indicadas en la tabla I1.3. Los resultados obtenidos (area de pico) también se muestran
en la siguiente tabla.
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Tabla I1.3. Matriz de experiencias para la optimizacion de las condiciones de derivatizacion on-fiber
de los parabenes, y respuestas (dreas de pico) obtenidas mediante GC-MS/MS.

Temperatura Volumen Tiempo
MeP EtP PrP BuP BzP

(eC) (ut) (min)

45 20 10 i 117125 172911 415511 884877 80787
20 80 10 : 157808 207277 536774 1090911 986334
70 80 40 i 69773 111101 267276 626188 587871
70 20 40 | 65599 112078 282820 629675 604691
20 80 40 : 90668 170129 360302 767988 629756
70 20 10 i 72742 140032 295392 691161 603352
20 20 40 : 75172 144829 338346 785112 723726
45 80 40 i 77366 143203 314748 685058 603486
20 20 10 : 89135 178071 389166 888333 773942
45 50 25 i 152782 141325 316257 905918 680502
45 80 10 i 78167 139644 312642 697832 653764
45 20 40 : 77435 154507 342570 810312 686343
70 80 10 i 66075 144235 353531 889005 807883
45 50 25 : 103420 154710 352565 843442 766278

El andlisis de los datos anteriores mostré que ni el término cuadratico asociado con la
temperatura, ni las interacciones de orden dos entre factores fueron estadisticamente significativos
(95 % de confianza), con lo cual la interpretacion de los resultados resulté sencilla debido a que los
factores son independientes entre si. Los efectos principales estandarizados se pueden observar en
la tabla 1l.4. Estos se obtienen relacionando el valor del efecto estimado con el error, de modo que
su valor absoluto es proporcional al cambio de respuesta del compuesto derivatizado cuando una
determinada variable pasa del nivel inferior al superior, dentro del dominio del disefio. El signo
indica si la eficacia en la derivatizacion incrementa (signo positivo) o si tiende a disminuir (signo
negativo).

Tabla I1.4. Valores estandarizados de los efectos principales asociados con los factores considerados
en la optimizacion de la derivatizacion on-fiber de los parabenes.

MeP EtP PrP BuP BzP

Temp. (°C) -2.46° -4.36° -2.79° -2.24 -1.90
Tiempo (min) -1.81 -2.70° -2.12 -2.20 -2.43°
Vol. MTBSTFA (ulL) 0.62 0.24 0.44 0.18 0.21

? Factores estadisticamente significativos a un nivel de confianza de 95 %

Los resultados obtenidos mostraron que la temperatura y el tiempo son factores que
afectan negativamente al rendimiento de la reacciéon de derivatizacion, siendo estadisticamente
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significativos para MeP, EtP y PrP la temperatura, y para el EtP y BzP el tiempo. Por otra parte, el
volumen de derivatizante resulté ser un factor no significativo. En base a estos resultados se
selecciond como tiempo, temperatura de derivatizacién y volumen de derivatizante dptimo 10
minutos, 202C (temperatura ambiente) y 20 uL de MTBSTFA. Estas condiciones resultaron idénticas a
las optimizadas para triclosan, 2,4-diclorofenol y 2,3,4-triclorofenol en la primera parte de este
capitulo.

2.3.7. Evaluacion de los efectos memoria

Al igual que para el triclosan, se evalud la presencia de trazas de parabenes en la fibra de
SPME una vez realizada la desorcion de los analitos en el puerto de inyeccion del cromatdgrafo. Tras
realizar la extraccion de una muestra de agua conteniendo 2 ng/mL de cada uno de los parabenes, y
proceder a la desorcidn de la fibra de PA (2702C durante 3 minutos), se volvié a desorber durante
otros 3 minutos. La sefial obtenida para esta segunda desorcién fue normalizada respecto a la
registrada en la primera. Igualmente, se realizé la misma operacidn, pero antes de llevar a cabo la
segunda desorcion de la fibra, se expuso al espacio de cabeza de un vial conteniendo 20 uL de
MTBSTFA, a temperatura ambiente, durante 10 minutos.

Los resultados obtenidos se muestran en la siguiente tabla, en la cual se puede comprobar
que en la segunda desorcidn se obtienen sefiales inferiores al 0.1 % para el MeP y el PrP. Cuando la
fibra fue expuesta de nuevo al derivatizante estas sefiales aumentaron ligeramente, llegando al 0.2
%. La distribucion de los parabenes sobre la fibra, a la hora de evaluar los efectos memoria, resulté
ser similar al existente en los cosméticos (mayor cantidad de MeP y PrP), lo que sugiere que su
presencia sobre el polimero puede ser debida a la contaminacién existente en las atmaésferas
interiores, o introducida por el operador durante el proceso de SPME, mas que a efectos de memoria
propiamente dichos [Rudel RA; 2003].

Tabla I1.5. Sefal relativa en la sequnda desorcion de la fibra de SPME.

Porcentaje de sefial relativa

MeP EtP PrP BuP BzP
(%)
22 desorcion 0.15 0.00 0.03 0.00 0.00
Derivatizacion + 22
0.23 0.00 0.12 0.00 0.00

desorcidn
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2.3.8. Efectos de matriz

La presencia de otras sustancias (acidos himicos, macromoléculas, etc) en la matriz acuosa
puede afectar en gran medida a la eficacia de extraccion en SPME. Para investigar como afecta el
tipo de agua al rendimiento del método propuesto, se utilizaron cuatro matrices diferentes: agua
ultrapura, agua de rio, agua residual tratada (efluente) y agua residual sin tratar (influente). Todas
estas muestras fueron fortificadas con los analitos a nivel de 2 ng/mL, y analizadas en las condiciones
descritas anteriormente. Cabe destacar que aquellas que presentaron materia en suspensién fueron
pasadas a través de filtros de fibra de vidrio con un tamafio de poro de 1 um. Las muestras sin
adicion también fueron analizadas para tenerlas en cuenta a la hora de cuantificar los niveles
encontrados.

En la figura 11.12 se comparan las respuestas obtenidas para cada matriz. Los resultados,
correspondientes a extracciones en triplicado, se representaron como sefial relativa a la obtenida
para muestras de agua ultrapura. En base a ellos, se puede afirmar que la sefial de los compuestos es
independiente del tipo de muestra, de modo que seria posible llevar a cabo su cuantificacién usando
una calibracién externa sobre agua ultrapura, en lugar de recurrir a realizar adiciones sobre cada
muestra a procesar.

Figura 11.12. Comparacion de respuestas (% de sefal relativa a agua Milli Q) para los parabenes en
distintas matrices acuosas.

1.2 q
1
O milli Q
0.8
O Rio

Efluente

o
>
L

B Influente

Sefial relativa a agua Milli Q
=)
)
Il

o
N
L

MeP EtP PrP BuP BzP

109



Determinacidn y reactividad en agua

2.4. Caracterizacion analitica del método propuesto

Una vez optimizadas las condiciones de SPME y derivatizacion on-fiber con MTBSTFA, figura
11113, se procedid a la caracterizacion del método propuesto en base a su linealidad, repetibilidad,
exactitud y limites de cuantificacion, utilizando la cromatografia de gases acoplada a la
espectrometria de masas en tdndem como técnica de deteccion.

Figura 11.13. Esquema del método desarrollado basado en la microextraccion en fase sdlida y
derivatizacion on-fiber para la determinacion de parabenes en muestras de agua.

Fibra de PA

10-20 mL muestra Derivatizacion on-fiber

150 mg/mL NaCl 20 uL MTBSTFA,

Muestreo por inmersion a T.A. HS. 10 min
Agitacién a 500 rpm ‘
40 min

2.4.1. Linealidad

La linealidad del método fue evaluada utilizando muestras de agua ultrapura con adicién de
los compuestos a concentraciones crecientes desde 0.02 hasta 5 ng/mL. Los coeficientes de
determinacion oscilaron entre 0.996 y 0.999 dependiendo del compuesto, tabla I11.6. Como se puede
comprobar en la figura I.14, la respuesta se mantiene lineal para el rango de concentraciones
estudiado.

Tabla I1.6. Rectas de calibrado y coeficientes de determinacion para los parabenes utilizando GC-
MS/MS como técnica de deteccion.

MeP EtP PrP BuP BzP

Ecuacion  Y=76793X+35272 Y=77914X+7808 Y=265044X+29999 Y=360160X+17191 Y=38185X+1721

2

R 0.999 0.997 0.998 0.996 0.999
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Figura 11.14. Curvas de calibrado para MeP y BzP en un rango de concentraciones comprendidas entre
20 ng/Ly 5 ng/mlL.
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2.4.2. Limites de cuantificacion del método

Para evaluar los limites de cuantificacion del método propuesto, se tuvieron en cuenta los
blancos del procedimiento analitico. Una vez realizado el muestreo en las condiciones dptimas, se
observé la presencia de una pequefia sefial de MeP equivalente a una concentracién del orden de 5-
10 ng/L en muestra en los blancos de agua ultrapura, mientras que para los demds compuestos, la
sefial resultd despreciable. En base a esta observacion, los limites de cuantificacién estimados
(correspondientes a una relacién S/N=10) se muestran en la tabla II.7.

Tabla 1.7. Limites de cuantificacion para los parabenes aplicando la metodologia SPME-
derivatizacion on-fiber y deteccion mediante GC-MS/MS.

LoQ MeP EtP Prp BuP BzP
~ ngL 25 5 2 1 5

El origen de la sefial de MeP en los blancos fue investigado considerando diversos factores
por separado. Ni los septas de teflon, ni el agua ultrapura, ni el NaCl, ni el agitador magnético
parecen ser las causas de la presencia de MeP en la fibra, ya que cuando se tomd una fibra nueva
acondicionada, y ésta fue expuesta a un vial conteniendo 20 uL de MTBSTFA, la sefial obtenida
permanecid practicamente constante, tabla I1.8.
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Tabla 11.8. Contribucion de diferentes factores a la sefial de MeP en los blancos.
MeP (Area
de pico)

Factor Procedimiento

Muestreo de Milli Q sin agitacién, con NaCl (150 mg/mL), fibra de PAy

Agitadores magnéticos o . 2966
exposicion al derivatizante
o Muestreo de Milli Q con agitacién, NaCl (150 mg/mL), fibrade PA y  _
Septas téflon o _g ) ( g/mt) . y 3900
exposicién al derivatizante. No se encapsula el vial
NacCl Muestreo de Milli Q, agitacion, fibra de PA y exposicion al derivatizante 2789
Agua MilliQ Derivatizacién sobre la fibra de PA sin muestreo previo 2662

Utilizar un nuevo lote de derivatizante para exponer la fibra sin
muestreo previo

Expuesta al derivatizante 3671

La presencia de MeP en la fibra de SPME previamente al uso de la misma, indica que éste
compuesto puede proceder de la atmdsfera del laboratorio [Rudel RA; 2003] y/o de las resinas que
se utilizan para adherir la fibra de silice al cuerpo de acero de la aguja de SPME [Braun P; 2003]. Por
lo tanto, para evitar falsos positivos en la determinaciéon de MeP en agua mediante SPME, es preciso
verificar de forma sistematica la sefial de los blancos.

2.4.3. Repetibilidad del método

La repetibilidad del método propuesto fue evaluada utilizando muestras de agua ultrapura
fortificadas con los parabenes a diferentes niveles de concentracidn. Las extracciones se llevaron a
cabo por cuadruplicado en las condiciones descritas en la figura 11.13. Los resultados obtenidos

muestran una buena precision incluso a niveles préoximos a los LOQs, tabla 11.9.

Tabla 11.9. Repetibilidad (% RSD) del proceso de microextraccion y derivatizacion on-fiber (N=4).

ng/L MeP EtP \ Prp BuP \ BzP
20° 11.9 7.3 7.3 10.4 7.6
200 10.7 8.5 1.1 5.5 13.3
500 8.3 6.3 2.4 4.7 9.0

®50 ng/L para MeP
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2.4.4. Exactitud del proceso de SPME

Se evalud la exactitud del método desarrollado usando agua de rio con adicién de los
compuestos a dos concentraciones diferentes: 200 y 1000 ng/L. Fue necesario analizar la presencia
previa de los mismos en el agua, y tenerla en cuenta para el célculo de la exactitud. Los resultados
obtenidos, tabla 11.10, mostraron que el método de SPME permite evaluar de manera fiable las
concentraciones de los parabenes en muestras de agua, con una exactitud y precision alrededor del
10 %.

Tabla 11.10. Exactitud del método de SPME para muestras de agua de rio con adicion (N=3).

Con. anadida Con.medida . Con. anadida Con. medida .
Exactitud Exactitud
(ng/mL) (ng/mL) (ng/mL) (ng/mL)
MeP 0.21 0.22+0.02 105 % 1.01 1.13+0.03 112 %
EtP 0.21 0.23+0.01 109 % 1.01 1.06+0.08 105 %
PrP 0.23 0.22+0.03 96 % 1.12 1.26+0.06 112 %
BupP 0.21 0.20+0.02 95 % 1.02 1.09+0.04 107 %
BzP 0.21 0.20£0.03 95 % 1.02 1.08+0.09 106 %
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lll. ESTUDIO DE LA FORMACION DE DERIVADOS HALOGENADOS DEL TRICLOSAN Y
PARABENES EN AGUA CLORADA

3.1. Introduccién

En este capitulo de la Tesis se investiga la reactividad del triclosan y los parabenes en aguas
cloradas, evaluando el riesgo de formacion de subproductos halogenados cuando estas especies,
bien de una forma directa o a través de productos de cuidado personal, entran en contacto con agua
de grifo clorada. Para ello, ademas de considerar las posibles reacciones que pueden dar lugar estos
compuestos, se desarrolld una metodologia analitica sencilla para la extraccién de los analitos de
partida y sus posibles derivados en muestras acuosas.

3.1.1. Antecedentes bibliograficos

Una de las lineas de investigacion de mayor actualidad, en relaciéon con la presencia de
contaminantes emergentes en el medio acudtico, es el estudio de las posibles reacciones de
transformacion de estas especies, la identificacion de los productos que generan y la estimacion de
la estabilidad de los mismos, su persistencia y toxicidad en el medio ambiente [Richardson SD; 2005
y 2006]. En el medio acuatico, las reacciones de transformacion mds importantes son de tipo
fotoquimico y redox. Dentro de la reactividad por via fotoquimica, el triclosan es un compuesto que
sufre importantes transformaciones en el medio ambiente, dando lugar a compuestos téxicos como
la 2,8-dibenzo-p-dioxina [Sanchez-Prado L; 2006 A]. En el caso de las reacciones redox, estas se
producen con reactivos que se introducen de un modo intencionado en el medio acuatico para
eliminar compuestos de naturaleza organica. Dentro de los agentes oxidantes, el cloro libre
(combinacion del acido hipocloroso e hipoclorito de sodio) es el mas utilizado junto con el ozono, el
dioxido de cloro y la cloramina. El cloro libre sigue siendo empleado hoy en dia para desinfectar las
aguas de consumo y asegurar su calidad bacterioldgica. Incluso a aquellas aguas tratadas
previamente con ozono o radiacion ultravioleta, se les afiade posteriormente una cantidad de cloro
residual para que mantengan su asepsia a lo largo de las redes de distribucion en las grandes
ciudades. En algunos paises, el cloro libre es usado también en los tratamientos terciarios aplicados
en las estaciones depuradoras de aguas residuales urbanas. Los compuestos organicos, en presencia
de estos agentes oxidantes pueden reaccionar dando lugar a especies con caracteristicas distintas a
los productos de partida. En algunos casos, estos subproductos son especies volatiles facilmente
eliminables, aunque téxicos, como los trihalometanos; aunque, también puede dar lugar a otros
productos téxicos y mas persistentes que los analitos de partida [Gallard H; 2002][Huber MM;
2005][Richardson SD; 2003].
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Los compuestos que contienen grupos fendlicos en su estructura presentan unas cinéticas
de cloracion muy favorables [Gallard H; 2002][Alum A; 2004][Patnaik P; 2000]. Estas reacciones, de
sustitucion electrofila aromatica, estan favorecidas por la presencia del grupo hidroxilo que aumenta
la densidad electrénica del anillo bencénico, debido a los pares de electrones no compartidos del
oxigeno que se deslocalizan por los enlaces tipo i, principalmente en las posiciones en orto y para al
mismo. Esto hace que el fenol, por ejemplo, sea 1000 veces mas reactivo frente al benceno y que se
formen principalmente productos de halogenacion en orto y para al grupo hidroxilo frente a las
sustituciones en meta, las cuales no estan favorecidas ni desde el punto de vista cinético ni
termodindmico.

Estudios de cloracién de farmacos (estradiol, etinilestradiol, ibuprofeno, ketoprofeno,...) y
otros productos de cuidado personal (filtros solares) mostraron la posibilidad de sufrir reacciones de
transformacion en presencia de cloro [Pinkston KE; 2004][Negreira N; 2007], diéxido de cloro
[Huber MM; 2005] y ozono [von Gunten U; 2003], siendo las ozonizaciones aquellas que presentan
cinéticas mas rdpidas, seguidas de las cloraciones con didxido de cloro, y por ultimo, cloro libre
[Huber MM; 2005]. El pH es un factor muy importante en algunas de estas reacciones, ya que en el
caso de los fenoles, la forma fenolato es la mds reactiva y en el caso de las aminas, la forma basica es
la que presenta mayor reactividad. En lo referente al cloro libre, considerado como la suma de
concentraciones de acido hipocloroso y el hipoclorito, la forma acida es la reactiva, de modo que los
pHs 6ptimos de reaccidon para especies fendlicas seran los comprendidos entre el pK, del compuesto
y el pK, del acido hipocloroso [Pinkston KE; 2004].

En el caso del triclosan, experimentos realizados en 1987 pusieron ya de manifiesto la
formacion de derivados halogenados en medio acuoso conteniendo cloro libre. El grupo de
Kanetoshi [Kanetoshi A; 1987] estudié la formacion de derivados clorados del triclosdan cuando
materiales textiles, productos de cuidado personal y plasticos, que contenian este bactericida, eran
puestos en contacto con concentraciones elevadas de cloro libre. Los productos que se detectaron
fueron dos tetras y un pentacloro fenoxifenol (closanos). Onodera y su grupo [Onodera S; 1987]
confirmaron la formaciéon de estos compuestos cuando trataban aguas residuales, conteniendo
triclosan, con hipoclorito sédico durante una hora. A diferencia de los primeros autores,
identificaron otros dos productos de degradacidn, el 2,4-diclorofenol y el 2,3,4-triclorofenol. Afios
mas tarde, en 2005, paralelamente a las investigaciones llevadas a cabo en esta Tesis Doctoral, Rule
y colaboradores [Rule KL; 2005] obtuvieron resultados andlogos a los observados con condiciones
diferentes a las nuestras. En su trabajo, el triclosan se encontraba en exceso (0.72-8 pug/mL) frente al
hipoclorito sddico (0.192-1.77 pg/mL) en disoluciones tamponadas con bicarbonato sddico. La
determinacion por cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas (GC-MS) de los
compuestos derivatizados con bromuro de pentafluorobencilo, revelé la presencia de los dos tetras y
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el pentacloro fenoxifenol, asi como de 2,4-diclorofenol en el medio de reaccidn. Los productos
finales de cloracion del triclosan fueron acidos carboxilicos clorados y trihalometanos.

Los mismos productos de halogenacidén del triclosan, descritos en esta Tesis Doctoral
[Canosa P; 2005 A], han sido hallados en estudios posteriores por Greyshock y colaboradores
[Greyshock AE; 2006] cuando evaluaron la reactividad del bactericida con exceso de monocloramina.
La cinética de degradacion del triclosan fue entre 2 y 4 veces mas lenta que con cloro libre, y
ademads, no se detectaron los productos de ruptura del mismo cuando existe exceso de triclosan
frente a la monocloramina. Por otra parte, el grupo de investigacion de Fiss [Fiss EM; 2007],
basandose en los estudios de Canosa y colaboradores [Canosa P; 2005 A y 2006 A], estudié que
sucedia cuando un producto conteniendo triclosan en su formulacion (1.2-3 mg/g) se afiadio sobre
agua con 2 pg/mL de cloro libre. En menos de un minuto se habia consumido todo el triclosén,
dando lugar a varios subproductos de cloraciéon y de ruptura del enlace éter existente entre los dos
anillos aromaticos del compuesto, asi como cloroformo como producto final.

El caso de los parabenes, el trabajo realizado en esta Tesis Doctoral es el Unico, hasta el
momento, en el cual se ha estudiado su reactividad en agua clorada. Algunas referencias sobre
subproductos del acido parahidroxibenzoico y del metahidroxibenzoico, mostraron que el primero
precisé una mayor concentracion de cloro para reaccionar frente al segundo, ademas de presentar
una cinética muy lenta, ya que el grupo carboxilico actia como desactivante cuando esta ionizado,
puesto que disminuye la densidad electrdnica en el anillo aromético [Chang E; 2006]. Shaydullina y
colaboradores [Shaydullina GM; 2005] estudiaron la formacidn de subproductos de oxidacidn para
el 4cido ortometoxibenzoico en presencia de ozono y cloro libre. En el primer caso, observaron la
ruptura del anillo bencénico y la formacion de diversos productos de oxidacidn, mientras que en el
segundo, la halogenacion se produjo en las posiciones orto y para al grupo -OMe, asi como
sustituciones del -COOH por -Cl. Las impurezas que presentaba el reactivo de cloracién dieron lugar a
la aparicion de los productos bromados. La presencia de haluros (bromuros o yoduros) en un medio
conteniendo un agente oxidante, como es el hipoclorito, provoca la formacion de compuestos
halogenados debido a la oxidacidn inicial que sufren a bromo o yodo, y posterior ataque electrofilo al
anillo aromatico. La presencia de estas sales puede ocurrir de modo natural, sobre todo en acuiferos
situados en zonas costeras, a niveles comprendidos entre 1-40 ug/L en agua de lluvia, 20-150 pg/L en
agua de rio y 65 mg/L en agua de mar [von Gunten U; 2003][Inaba K; 2006]. Cabe destacar que la
formacion de compuestos bromados es 10 veces mas rapida que los clorados. Por otra parte,
estudios de toxicidad, con &acidos haloacéticos, pusieron de manifiesto que los compuestos
bromados presentan una mayor toxicidad que los clorados [Richardson SD; 2003].
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3.1.2. Concentracion de las muestras

La técnica mas habitual para la preparacion de muestras acuosas es la extraccidon en fase
sélida (SPE), permitiendo concentrar de forma paralela grandes volimenes de muestra a la vez que
proporciona recuperaciones cuantitativas para un gran nimero de compuestos organicos. La SPE se
ha seleccionado en muchos casos como método de concentracidn para la determinacion de triclosan
o parabenes en aguas residuales y superficiales.

Para la realizacion de los estudios de halogenacion citados anteriormente, nos hemos
decantado por esta técnica, no sélo por su versatilidad y sencillez, sino porque permite realizar
varias extracciones simultaneas y, a diferencia de la SPME, es posible re-analizar el extracto usando
diferentes condiciones cromatograficas. Por tanto, previamente a los estudios de halogenacién del
triclosan y los parabenes, se llevé a cabo la optimizacion de las condiciones de extraccion en fase
sélida. En la tabla Ill.1 se resumen varias de las metodologias desarrolladas en la bibliografia para la
determinacion del triclosan y los parabenes.

Tabla ll.1. Preparacion de muestras acuosas mediante SPE para la determinacion de triclosan y

parabenes en aguas.

Analitos y o _,
. Procedimiento Deteccion
matriz
TCSy otros Filtrar con fibra de vidrio, acidificar a pH 2,
PPCPs.en concentrar con discos SDB-XC. EIU|.r con DCMy GC-MS 0.2 23 60 (1)(2)
agua residual MeOH. Concentrar a 0.5 mL y derivatizar con
y superficial BSTFA.
TCS, PBsy Filtrar 1 L de muestra, ajustar a pH 3. Concentrar
otros PPCPs con Oa5|’s MAX EI.SO.mg y eI'U|r §on MeOH y MeOH GC-MS 10 5 87 3)
en agua con 2 % acido férmico. Detivatizar con PFPA y con
residual MTBSTFA.
TCSy MTCS Ajustar a pH 2, 200 mL de agua residual 6 1 L de
en agua agua superficial. Concentrar con poliestireno- GC-MS B B _ @)
residual y divinilbenceno. Eluir con MeOH:DCM. Etilar con
superficial diazoetano y purificar con silica.
TCS, farmacos Extraccion de 50-100 mL de agua a pH 2 con Oasis
acidos en HLB 60 mg. Elucion con 6 mL de MeOH. Adicién de LC-ESI(-)- 11-24 5 48 5)
agua residual acido meclofendmico, ac. 2,4-diclorobenzoico y MS/MS
y superficial fenoprop como patrones internos.
TCS, AINEs, Ajustar a pH 7. Concentrar con Oasis HLB 60 mg.
cafeina en Lavar con tampdn fosfato pH 7, hexano y eluir 3 mL GC-Ms 6 4 84 (6)
agua residual AcOEt. Derivatizar con BSTFA.
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Analitos y o A,
. Procedimiento Deteccidn
matriz
TiZ’feAl,ln'\;ES’ Filtrar agua a pH 7, concentrar con Oasis HLB 500
insecticidas mg. Eluir 5 mL hexano, 5 [nL.AcOEt.y 14 mL Mf—:-OH. GC-MS 0.07 15 85 7)
. Concentrar a 0.5 mLy afiadir metilcloroformiato
agua residual L
para derivatizar.
y mar
Concentrar de 1 L de agua a pH 2, conteniendo
TCS en agua 1¢,,-TCS, con Florisil activo. L 5 mL 5%
residual y 12-TCS, con Florisil activo. Lavar con 5 mL 5% GC-MS/MS 0.25 14 % 8)
. MeOH en agua y elucién con 6 mL AcOEt.
superficial
Concentrara 0.2 mL
TCS, AINES en Ajuste de 1 L de agua a pH 6.8 y concentrar con 900

mg C18. Elucién con DCM. Derivatizar con GC-MS - -- -- (9)

agua residual anhidrido acético y piridina.

TCS, PPCPs, Ajuste a pH 2 de 250 mL de agua residual filtrada 6
AINEs, 3L rficial. Concent Oasis HLB 200
farmacos agua superficial. .once.n rar con a5|s” GC-MS 10 12 03 (10)
idual mg. Lavado con varios disolventes, elucién con
agua re5|‘ ya acetona. Derivatizacién con BSTFA.
y superficial
TCS, PPCPsy Extraccion de 0.5 L muestra con Oasis HLB 60 mg. LC-ESI(-)-
otros DE en L 0.34 13 99 (11)
R Elucién con 5 mL MeOH y 5 mL MeOH:MTBE. MS/MS
agua residual
TCS, MTCS, Extraccion de 2-4 L de agua a pH 3 con discos
PPCPs en Empore SDB-RPS de PE-DVB, utilizando con GC-MS 110- 3 B (12)
agua de surrogado el acido 2,4-diclofenoxiacético y patrén 128
consumo interno 4,4’-dibromooctafluorobifenol.

Extraccion de 0.5-1 L de agua con cartuchos C18 de
1 g. Elucién con 10 mL de acetona. Derivatizacion GC-MS 50 10 79 (13)
con metilcloroformiato.

TCS, AINEs en
agua residual

Afiadir 20 mL de MeOH a 50-100 mL de agua a pH
TCS, closanos 2. Concentrar sobre 1 g de C18. Elucién con acetato
y MTCS en de etilo, tolueno y hexano. Concentracién a 0.5 mL, GC-MS 10 21 79 (14)
agua residual adicién de PCB-52 y derivatizacion con N,N-
dietiltrimetilsililamina.

TCSy otros L .
Y Extraccién de 50 mL de muestra filtrada con PE- 200-
compuestos -
DVB. Lavado con agua ultrapura, secado y elucién GC-AED - - (15)
clorados en 500

agua residual con 100 plL AcOEt.

900 - . . . . -
sustancias Utilizan para acidos discos de intercambio anidnico,
! neutros Oasis HLB y C18, y basicos intercambio
TCS, MePy ey PREVESY Inter GC-MS - - =~ (16)
cationico. Elucién secuencial con varios disolventes.
EtP en agua o .
. Derivatizacion de grupos acidos con Mel.
residual

AcOEt: acetato de etilo; AINEs: Antiinflamatorios no esteroideos; BSTFA: bis-(trimetilsilil)trifluoroacetamida; DE: disruptores
endocrinos; DCM: diclorometano; MeOH: metanol; MTBE: metil-tert-butiléter PE-DVB: poliestireno-divinilbenceno; PFPA:
anhidrido pentafluoropropidnico; PPCPs: productos de cuidado personal.
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Analitos y

Procedimiento Deteccion RSD (%)
(ng/L

matriz

TCS, farmacos  Concentracién de la muestra de agua con cartuchos
en agua Oasis HLB 60 mg. Elucién con MeOH y cambio de GC-Ms 10-20 6 84 (17)
residual disolvente a MTBE.

DE, MeP, EtP, Concentracion de 0.5 L de agua con Oasis HLB 200
PrP, BzP en mg. Elucién con 6 mL Propanol:MTBE (1:9). LC-MS/MS 0.5-4 5 95 (18)
agua residual Concentrar a sequedad y redisolver en fase movil.

TCSy Extraccion de 2 L de agua con cartuchos Oasis HLB
triclorocarban 60 mg. Elucion con 4 mL de acetona:MeOH (1:1), LC-MS _ B (19)
en agua 10 mM de acido acético. Concentrar a sequedad y
superficial reconstituir con 1 mL de MeOH:acetona.

Pasar 0.5 L de agua por filtros de celulosa. Ajustar a
pH 3y afiadir el surrogado 5-bromo-2-(2,4-
dibromofenoxi)fenol. Extraer con Oasis HLB 500 mg LC-MS 1 12 82 (20)
y eluir con AcOEt:acetona (1:1).Concentrar a
sequedad y diluir con agua:MeOH (1:1).

TCS en aguas
superficiales

férrlgioys en Concentracion de 500 mL de agua a pH 4 con
agua columnas de C18. Lavado con 20 mL de ACN en LC-UV 90 11 102 (21)
- agua y elucién con la fase movil.
superficial
DE, MeP, EtP, Concentracion de 50 mL de agua con 200 mg de
PrPy BzP en C18, lavado con agua y elucién con 6 mL de LC-MS 3-11 8 98 (22)
agua residual DCM:Isopropanol (8:2).

(1) Boyd GR, 2003; (2) Boyd GR, 2004; (3) Lee HB,2005; (4) Lindstrom A, 2002; (5) Quintana JB, 2004; (6) Thomas PM, 2004;
Weigel S, 2004; (8) Wu JL,2007; (9) Nakada N, 2006; (10) Gibson R,2007; (11) Vanderford BJ, 2006; (12) Loraine GA, 2006; (13)
Paxeus N,2004; (14) Mc Avoy D, 2002; (15) van Stee LLP, 1999; (16) Eriksson E, 2003; (17) Lee HB, 2003; (18) Benijts T, 2004;
(19) Halden RU, 2005; (20) Hua W, 2005; (21) Bones J, 2006; (22) Benijts T, 2003

AcOEt: acetato de etilo; AINEs: Antiinflamatorios no esteroideos; BSTFA: bis-(trimetilsilil)trifluoroacetamida; DE: disruptores
endocrinos; DCM: diclorometano; MeOH: metanol; MTBE: metil-tert-butiléter PE-DVB: poliestireno-divinilbenceno; PFPA:
anhidrido pentafluoropropiénico; PPCPs: productos de cuidado personal.

De acuerdo con la bibliografia revisada, la eleccién de los cartuchos Oasis HLB® es la mas
habitual, ya que este tipo de polimero posee un balance hidrofilico (N-vinilpirrolidona) y lipofilico
(divinilbenceno) que proporciona una retencién y capacidad superiores frente a otros adsorbentes
[http://www.cienytech.com/ES/pys-dis-ext-oasis.htm]. La versatilidad de este polimero permite
extraer compuestos tanto polares como apolares, lo cual resulta imprescindible en el tipo de estudio
que vamos a realizar, donde se prevé la formacion de compuestos halogenados con diferentes
propiedades fisico-quimicas y estructuras a priori desconocidas.
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3.1.3. Preparacion de la muestra para el estudio de halogenacién

En los estudios de formacion de productos de halogenacion se han utilizado muestras de
agua ultrapura (100-250 mL). Los experimentos se llevaron a cabo a temperatura ambiente
(temperatura del agua 15 * 22 C) utilizando botellas de vidrio ambar de 300 mL. El pH de las
muestras fue ajustado con ayuda de tampones fosfato, acetato o bicarbonato (0.1 M) en funcién del
pH requerido (entre 5 y 9 unidades), afiadiendo 5 mL de la disolucién tampdn por cada 100 mL de
muestra. Tras el ajuste del pH, se adiciond una cantidad conocida de cloro libre (suma de HCIO y CIO
) asi como del compuesto de partida en metanol (el porcentaje de metanol en la muestra fue
siempre inferior al 0.1 %). Las muestras se agitaron manualmente durante dos minutos, y se dejaron
reaccionar un tiempo determinado. Pasado ese tiempo, se anadieron 10 mg de tiosulfato sédico
(reductor) para eliminar el exceso de cloro presente en el medio. Una vez que la reaccién fue
detenida, el pH de la muestra se ajustd a 2 con HCI 1 M, y se realizo la SPE tal como se ha descrito en
el capitulo Il, secciones 2.1.1y 2.1.3.

En el caso de las muestras de agua de grifo, se determind previamente la cantidad de cloro
presente en la misma con ayuda de un fotdmetro, tal como se indica en el siguiente apartado. A
continuacion, se procedid del mismo modo que con las muestras de agua ultrapura .

3.1.4. Medida del cloro libre en aguas de grifo

En los estudios realizados con agua de grifo fue necesario determinar la concentracién de
cloro libre (HCIO y CIO’) presente en la muestra, para lo cual, se utilizd un fotometro de filtro. La
determinacion se basa en la reacciéon que tiene lugar entre el cloro libre y la N,N-dietil-1,4-
fenildiamina (DPD) dando lugar a un complejo de color rosado que absorbe a 555 nm. Antes de
realizar la medida, se procesd previamente un blanco de agua en ausencia del DPD; la medida de la
muestra se hace afiadiendo el agente complejante al agua. La concentracién de cloro libre es leida
directamente, expresada en mg/L (ppm) [Clesceri LS; 1998].

3.1.5. Valoracion de la disolucion de hipoclorito

Dado que las disoluciones de hipoclorito tienen una estabilidad limitada, es necesario
controlar la concentracion exacta de cloro libre presente en la misma semanalmente. Para ello, se
realizd una valoracidn redox con tiosulfato sddico. Este compuesto no es patrdn primario, con lo cual
es necesario estandarizarlo previamente con KlO;3 (patréon primario). En un matraz erlenmeyer se
afiaden 25 mL de disolucién de KIO; (0.0200 M), 2 mL de H,SO, 3M y 2 g de KI, de modo que se
genera |, (color pardo rojizo) segun la reaccion:
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KIO3 + 5Kl +3 H,SO4 = 3 1,+3 K;S04 + 3 H,0 (1)

En la bureta tenemos la disoluciéon de tiosulfato sddico, Na,S,03, aproximadamente 0.1 M, y
vamos afadiendo esta disolucion hasta que aparece un color amarillo palido. En ese momento se
afaden unas gotas de engrudo de almiddn (indicador) de modo que la coloracidon de la disolucidn se
torna azul, debido al complejo que se forma entre el yodo y el engrudo. Se afiade mas tiosulfato
hasta que la disolucidn vira a transparente lo que significa que se ha consumido todo el I,. La
reaccion redox se produce entre el yodo y el tiosulfato sddico:

I, + 2 Na,S,03 - Na,S,06 + 2 Nal  (2)

Conociendo el volumen gastado, es posible conocer la concentracién real del tiosulfato
sodico, segun la férmula:

Mna2s203 = 6 X (Mxio3 X Viio3) / Viazs203 (3)

Una vez conocida la concentracidn exacta del tiosulfato, se realiza la valoracion propia de la
disolucién de hipoclorito. Para ello, se diluye 10 veces la disolucion comercial (40 g/L de cloro activo)
con agua ultrapura, y se afiade 10 mL de la misma a 10 mL de acido acético 3 My 2 g Kl contenidos
en un matraz erlenmeyer. De esta manera se forma I, debido a la presencia del hipoclorito segun la
reaccion:

CIO+2I+2H > CI+H,0+1, (4)

Una vez generado el yodo en el medio, se procede a la valoracién tal como se habia llevado
a cabo para la estandarizacion del tiosulfato. Considerando la ecuacién (2), los moles de yodo
generados vienen dados por la expresion:

moles;;= 1/2 x (Myazs203 X Via2s203) (5)

De acuerdo con la ecuacién 4, los moles de hipoclorito (CIO’) coinciden con los moles de
yodo. La concentracion de esta especie se puede expresar como cloro activo a través de la reaccion:

ClO +Cl'+2H" > Cl, + H,0 (6)
3.1.6. Calculo del tiempo de vida media

Los experimentos de degradacion del triclosan, metil, etil, propil y butilparaben fueron
llevados a cabo usando concentraciones de los mismos en el rango de los ng/mL, mientras que la
concentracion de cloro se mantuvo a los niveles presentes en las aguas de consumo doméstico
(mg/L). La velocidad de reaccidn del compuesto considerado para dar lugar a los productos de
cloracidn se define segun la siguiente ecuacion:

Analito + Cloro libre - Productos de cloracion
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5[Analito] X y
V = ———  =k'[Analito] t[Cloro]o
ot
La concentracion de cloro libre se mantiene en exceso, de modo que la expresidén puede

ajustarse del siguiente modo:

V = k[Analito] }

siendo k = k’[CIoro]g la constante aparente de la velocidad de reaccidn.

Los datos experimentales mostraron que x=1, esto es el orden parcial de la reaccidon
respecto al TCS y los parabenes fue la unidad. Por tanto:

6[Analito] )
V = ————  =k[Analito] t
ot
Reorganizando esta expresion, obtenemos la siguiente integral:
t 8[Analito t
Sl __f
0 [Anall’co]t 0
Integrando, llegamos a la siguiente expresion:

[Analito]t
ln——— =+
[Anallto]O
El tiempo de vida media (ty,) es el tiempo que tarda en reducirse la concentracion inicial a
la mitad, por lo tanto, viene dado por:
Ln(0.5)
1/2 - -k

Donde k es la pendiente de la recta obtenida al representar Ln[Analito] frente al tiempo de reaccion.

3.2. Condiciones instrumentales de medida

Para el seguimiento de las reacciones de halogenacion de TCS y parabenes fue necesario la
utilizacion de una técnica que nos permita poner de manifiesto la presencia de las distintas especies
generadas, asi como seguir la disminucidn en la concentracién del analito de partida. Con ayuda de
la cromatografia de gases acoplada a la espectrometria de masas en full scan, es posible realizar la
separacion de las distintas especies asi como la identificacion de los productos de halogenacién en
base a dos criterios: comparacion de tiempos de retencion y espectros de masas con patrones puros,
e interpretacién de los espectros de masas de los picos cromatograficos correspondientes a especies
desconocidas, teniendo en cuenta que sufren la misma reaccion de sililacién que el analito de
partida y que en su mayoria se trata de especies policloradas, polibromadas y combinaciones de
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ambas. Las intensidades relativas de los clusters de iones de estas especies vienen controlada por las
abundancias naturales de los isétopos del bromo (”Bry ®Br, 50.5 % y 49.5 %) y de cloro (*°Cly *’cl,
75.77 % y 24.23 %). La tabla lI.2 recoge las intensidades relativas tedricas para los clusters de iones
en los espectros de masas de impacto electrénico para especies polihalogenadas.

Tabla I11.2. Relacidn de intensidades en los espectros de masas (El) para compuestos halogenados.

Cl-Br X X+2 X+4 X+6 X+8 X+10
cl | 100 32.5

cl, 1100 65.0 10.6

Cls | 100 97.5 317 3.4

cl, | 76.9 100 48.7 105 0.9

cls | 615 100 65.0 21.1 3.4 0.2
clBr i 766 100 24.4

Chir | 614 100 45.6 6.6

ClBr | 512 100 65.0 17.6 1.7

ClBr, | 435 100 69.9 13.7

ClhBr, | 383 100 89.7 31.9 39

ClBr, | 313 92.0 100 49.9 11.6 1.0
ClBry | 261 85.1 100 48.9 8.0

ClhBry | 204 73.3 100 63.8 18.7 2.0
Br : 100 98.0

Br, | 51.0 100 49.0

Brs L340 100 98.0 32,0

Br, | 174 68.0 100 65.3 16.0

En las siguientes tablas se muestran los tiempos de retencidn, asi como los iones de
identificacidén de los compuestos de partida y de los productos de cloracién y bromacién detectados
para TCS y parabenes.

Tabla 111.3. Parametros de identificacion (GC-MS) para el triclosdn y sus productos de halogenacion,

asi como del metiltriclosan.

1 lones cuantificacion lones identificacion Intensidades relativas
Compuesto Tr (min)
(m/2) (m/z) (%)
219 100
2,4-DCF 15.80 219+221 221 73
183 24
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lones cuantificacion lones identificacion Intensidades relativas
Compuesto
(m/2) (m/z2) (%)
255 100
2,4,6-TCF 17.43 253+255
257 37
217 18
253 90
2,3,4-TCF 18.21 253+255 255 100
257 37
. . 315 100
Cl-hidroxifenol 20.05 315+317
317 35
302 88
304 100
MTCS 21.19 302+304
252 53
254 36
349 100
o . 351 76
diCl-hidroxifenol 21.38 349+351
314 30
316 18
383 100
385 83
triCl-hidroxifenol 22.95 383+385
387 32
291 33
345 95
347 100
TCS 23.28 345+347
349 36
200 28
379 73
Tetra | 24.67 379+381+383 381 100
383 54
379 72
Tetra Il 25.12 379+381+383 381 100
383 57
413 52
415 100
Penta 26.76 413+415+417
417 75
419 27

! columna HP5-MS
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Tabla 1ll.4. Parametros de identificacion (GC-MS) para MeP, EtP, PrP, BuP y sus productos de
halogenacion, asi como del bencilparaben.

lones cuantificacion lones identificacion Intensidades relativas

(m/z) (m/z) (%)

Compuesto

Prp 17.38 237 195 a4

169 44
I A 100 )

3-CIEtP 17.88 2574259 259 37

149 36
E - - T )

3-BrMeP 18.06 287+289 289 100
I 100 )

151 151

BuP 18.39 251 169 169

195 195
S & 2 100 )

3,5-DCIMeP 1854 2774279 279 71
''''''''''''''''''''''''''''''''''''''''''''''''''''''''''''''''''' o1 9

3-BrEtP 18.70 301+303 303 100
e 100 )

3-ClprP 18.82 271+273 »73 37
I 100 )

3,5-DCIEtP 19.17 291+293 293 68

183 30
'''''''''''''''''''''''''''''''''''''''''''''''''''''''''''' 321 e

Cl-BrMeP 19.38 321+323 323 100

325 27

! columna HP5-MS
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Compuesto . lones cuantificacion (m/z) lones identificacion (m/z) Intensidades relativas (%)

3-BrPrP 19.60 315+317 317 99

319 18

3-CIBuP 19.76 285+287 285 100

287 37
""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""" 3% e

Cl-BretpP 20.01 335+337 337 100

339 29
""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""" ;s 10

3,5-DCIPrP 20.06 305+307 307 67

309 15
""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""" 3% 43

3,5-DBrMeP 20.21 365+367+369 367 100

369 53

3-BrBuP 20.55 329+331 329 %

331 100

3,5-DCIBuP 20.99 319+321 319 100

321 74
"""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""" 39 52

3,5-DBrEtP 20.79 379+381+383 381 100

383 53
""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""" 39 71

Cl-BrPrP 20.83 349+351 351 100

353 25
""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""" 393 e

3,5-DBrPrP 21.60 393+395+397 395 100

397 60
""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""" % 70

Cl-BrBuP 21.69 363+365 365 100

367 30
""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""" @ 10

BzP 22.05 285 285 76

235 24
""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""" 7  s0

3,5-DBrBuP 22.43 407+409+411 409 100

411 54

! columna HP5-MS
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3.3. Extraccion en fase sélida con derivatizacion en medio homogéneo de triclosan y

compuestos relacionados

Previamente a los estudios de halogenacién del triclosan, se desarrolld6 un método de
extraccién mediante SPE con derivatizacién en medio homogéneo para los compuestos estudiados
(triclosan, 2,4-diclorofenol, 2,3,4-triclorofenol y metiltriclosan). La cromatografia de gases acoplada a
la espectrometria de masas (GC-MS) fue seleccionada como técnica de determinacion.

3.3.1. Optimizacion de las condiciones de derivatizacion en medio homogéneo y
estabilidad de los compuestos sililados

Con el objetivo de optimizar las condiciones de derivatizacidn de triclosan, 2,4-diclorofenol y
2,3,4-triclorofenol se llevd a cabo un disefio factorial completo tipo 2%, con dos puntos centrales,
para evaluar cuales son los factores que afectan, de modo estadisticamente significativo, a la
derivatizacion. En concreto se estudid la influencia de la temperatura, el tiempo y el volumen de
derivatizante (MTBSTFA).

Para realizar este estudio se prepard previamente un pool de extractos de agua residual, sin
tratar, con una adicion de 2 ng/mL de triclosan, 2,3,4,-triclorofenol y 2,4-diclorofenol. Para ello, se
concentraron 4 muestras de 500 mL, ajustadas a pH 2, utilizando cartuchos Oasis HLB® de 60 mg. Los
compuestos fueron extraidos con 2 mL de acetato de etilo, y éstos se combinaron. Para la realizacién
de los diez experimentos del disefio factorial, se utilizaron alicuotas de 0.5 mL de este pool y el
volumen correspondiente de derivatizante. En todos ellos, el volumen final se ajusté a 700 uL con
acetato de etilo. Se inyecté 1 plL del extracto en el sistema GC-MS vy los resultados obtenidos se
trataron en el programa estadistico Statgraphics 5.1, obteniendo el valor de los efectos
estandarizados, los cuales se muestran junto con las condiciones experimentales en la siguiente
tabla (tabla 11I.5). Como se puede observar, ningun factor fue estadisticamente significativo para los
tres compuestos. Cabe destacar que las desviaciones estandar relativas de las areas de pico para los
10 experimentos del disefio fueron inferiores al 5 %. En base a estos resultados se selecciond el
volumen inferior de derivatizante (20 pL), un tiempo de reaccion minimo (5 minutos) y temperatura
ambiente, simplificando asi el proceso de derivatizacidn.
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Tabla Ill.5. Dominio experimental y efectos principales e interacciones estandarizados obtenidos para
la optimizacion de las condiciones de derivatizacion del triclosdn y compuestos relacionados.

Dominio experimental Efectos principales e interacciones

Factor Rango de valores 2,4-DCF 2,3,4-TCF TCS

A: V. MTBSTFA (uL) i 20 200 | 135 -0.72 -0.72
B: Tiempo (min) ; 5 60 | 133 -1.88 128
C: Temperatura (2C) L 20 70 | 0.07 0.53 0.77
AB : : -0.05 0.49 -0.59
AC | | 0.84 -1.09 -0.85
BC ; ; -0.48 0.18 910"

t=3.20 paran=3yun 95 %

Se estudio también la estabilidad de los compuestos sililados en el tiempo, puesto que
podrian ser susceptibles de sufrir la hidrélisis del enlace Si-O. Para ello, se prepararon dos patrones
en acetato de etilo de concentracién aproximada 200 ng/mL para cada compuesto, asi como dos
extractos de 500 pL de una muestra de agua residual, de concentracién en torno a 800 ng/mL. Se
derivatizaron con 20 y 50 uL de MTBSTFA en ambos casos, y 1 uL de cada uno fue inyectado en el
sistema GC-MS, en dias sucesivos tras su preparacién. Para evitar la concentracién de los extractos,
estos fueron almacenados a 42C entre inyecciones. Los resultados obtenidos para el triclosan se
muestran en el grafico adjunto, en donde podemos ver su sefial relativa frente al PCB-30, utilizado
como patrdn interno para minimizar las variaciones en la respuesta del sistema de GC-MS durante el
estudio.

Figura Ill.1. Estabilidad temporal del triclosdn sililado para un patrén (200 ng/mL) y un extracto de
agua (800 ng/mL) usando distintos volumenes de derivatizante.

W 1°DIA O29°DpIA B 39DIA C1 62DIA B199DIA

Sefial TCS relativa a PCB-30

W Pt W EE

Extracto, MTBSTFA 50 pL Extracto, MTBSTFA 20 pL Patrén, MTBSTFA 50 pL Patrén, MTBSTFA 20 pL
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Como se puede observar en la figura Ill.1, el compuesto derivatizado resultd ser estable al
menos durante 9 dias tras el proceso de sililacion, lo que implica la posibilidad de almacenar
extractos y patrones de calibracion tras su preparacion para su re-inyeccion en caso necesario. El 2,4-
diclorofenol y el 2,3,4-triclorofenol mostraron un perfil similar al del triclosan en lo referente a la
estabilidad temporal de sus derivados sililados.

3.3.2. Optimizacion del proceso de SPE para muestras acuosas

Una vez fijadas las condiciones de derivatizacion, se procedié a la optimizacién de un
método de SPE para la determinacion de los compuestos anteriores, ademas del metiltriclosan, en
muestras acuosas. En primer lugar, se estudié el volumen de elucién y el volumen maximo de
muestra a concentrar con los cartuchos de N-vinilpirrolidona y divinilbenceno. A continuacién, se
considerd la posibilidad de purificar los extractos correspondientes a agua residual para la posterior
aplicacion del método al andlisis de muestras reales, asi como a los estudios de halogenacion del
triclosan.

3.3.2.1. Volumen de elucién y volumen de corte

La extraccién de los compuestos estudiados se llevé a cabo empleando los cartuchos Oasis
HLB® de 60 mg. La eleccidn de acetato de etilo como disolvente de elucidn en lugar de metanol, tal
como indica el protocolo genérico de preparacién de muestra, se hizo en base a estudios previos
realizados con estrégenos por Rodriguez y colaboradores [Rodriguez I; 2003]. La recuperacién de los
analitos con acetato de etilo permitié la derivatizacion directa del extracto obtenido sin necesidad de
un cambio de disolvente, ya que el metanol reaccionaria con el agente sililante. Para evaluar el
volumen de disolvente necesario para recuperar los compuestos, se hizo pasar 1 L agua ultrapura,
con adicién de los analitos a nivel de 4 ng/mL a través de un cartucho Oasis HLB® de 60 mg,
procediendo al secado del mismo y la elucion de 4 fracciones de acetato de etilo de 2 mL cada una.
Tras la etapa de derivatizacidn, se inyectd 1 pL del extracto en el sistema GC-MS. Los resultados
obtenidos mostraron que los compuestos son eluidos cuantitativamente con 2 mL de acetato de
etilo, figura Il1.2.
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Figura 1ll.2. Elucién de un cartucho Oasis HLB de 60 mg con fracciones consecutivas de 2 mL de

acetato de etilo.

M 2,4-DCF O 2,3,4-TCF MTCS B TCS
S - - 0 |
100.00%+ ™o =g - - - - - - - _
|
80.00%+V WM F4ug@ - - - - - - - ‘
©
= |
= 6000%7 M BB — - — - — - — - — - — -
E |
= 40.00%7 W Ege - - - - - - - - |
L
(%]
20.00%
VW 77777 A yV W
0.00% :
1 2 3 4
Fraccién

El volumen de ruptura del cartucho de 60 mg, se estudid haciendo pasar 2 L de agua
ultrapura, con adicidon de los compuestos del orden de 4 ng/mL, a través de dos cartuchos
conectados en serie, para que el segundo cartucho retenga las posibles pérdidas que pueda sufrir el
primero. Los resultados obtenidos mostraron que el volumen de corte del cartucho es superiora 2 L,
puesto que los compuestos no fueron detectados en el extracto procedente del segundo cartucho,

figura 111.3.

Figura 111.3. Sefiales (dreas de pico) correspondientes a la evaluacion del volumen de corte de los

cartuchos Oasis HLB de 60 mg empleando 2 L de muestra.
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3.3.2.2. Matrices complejas: filtracion y purificacion de extractos

Las matrices reales (agua de rio, agua residual) contienen materia particulada,
macromoléculas y compuestos orgdnicos que pueden obturar el cartucho de extraccién, asi como
interferir en la determinacion de los compuestos de interés. Para evitar ambos problemas, se estudid
la viabilidad de realizar la filtracidn, previa a la SPE, de la muestra de agua para eliminar la materia
particulada, evitando la obturacion de los cartuchos, asi como la posterior purificacién del extracto
en acetato de etilo con cartuchos comerciales de silica.

Con respecto a la filtracion, se ha tenido en cuenta que muchos compuestos sufren
retencién en la superficie de los filtros. Singer y colaboradores [Singer H; 2002] indicaron que el
triclosan era retenido por los filtros de poliamida, a diferencia de los filtros de celulosa regenerada.
Los filtros considerados fueron de membrana de acetato-nitrato de celulosa de 0.45 um y de fibra de
vidrio de 1 um de tamafio de poro. En ambos casos, se filtraron muestras de agua ultrapura (pH 2)
conteniendo los cuatro analitos a nivel de 25 ng/mL. Posteriormente se concentraron mediante SPE.
También se procesd una referencia sin filtrar para poner de manifiesto el nivel de retencién de los
compuestos sobre los filtros. Los resultados obtenidos se muestran en la figura IIl.4.

Figura Ill.4. Evaluacion de la retencion de los analitos en distintos filtros. Sefial relativa a la referencia
no filtrada (N=3).
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El triclosan y especialmente el metiltriclosan, mostraron una adsorcion importante en los
filtros de acetato-nitrato de celulosa, siendo mas acusada cuanto mayor es su constante de particion
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octanol-agua (4.8 y 5.4, respectivamente). En base a estos resultados, se decidid utilizar filtros de

fibra de vidrio.

Con respecto a los extractos procedentes de aguas residuales, se considero la posibilidad de
llevar a cabo su purificacidon con cartuchos comerciales de silica neutra de 500 mg (Sep-Pak® 500
mg/3 mL). Este tipo de adsorbente retiene moléculas de naturaleza polar, las cuales pueden acortar
la vida util de la columna, ademas de consumir parcialmente el derivatizante afiadido a los extractos.

El primer paso fue evaluar la cantidad de disolvente necesario para eluir cuantitativamente
los compuestos del adsorbente en fase normal. Para ello, se cargaron 2 mL de un patrén en acetato
de etilo (2 pg/mL) sobre un cartucho de silica, recogiendo fracciones de acetato de etilo, la primera
de ellas de 5 mL y las sucesivas de 2 mL. La primera fraccion fue concentrada a 2 mL, vy
posteriormente derivatizada junto con las otras tres. Los resultados obtenidos se muestran en la
figura I11.5.

Figura l11.5. Perfil de elucion de los analitos en los cartuchos de silica de 500 mg (N=3).
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Como se puede comprobar, 5 mL de acetato de etilo fueron suficientes para la elucion de

los compuestos del cartucho de silica.

En la figura 1.6 se muestran los cromatogramas de GC-MS (corriente idnica total)
correspondientes al extracto de una muestra de 1 L de agua residual, con y sin etapa de limpieza
sobre silica. La reduccién de la complejidad del cromatograma es evidente, figura 111.6, no sélo desde
el punto de vista de la sefial cromatografica, sino que la reduccién de la coloracion del extracto fue
también importante.
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Figura Ill.6. Superposicion de cromatogramas (GC-MS) para un agua residual con limpieza (linea

continua) y sin limpieza (linea discontinua).
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3.3.3. Caracterizacion del método analitico

Una vez optimizadas las condiciones de concentracion de los analitos, mediante extraccién
en fase sdlida, con derivatizacién en medio homogéneo y analisis mediante GC-MS, figura IIl.7, se
caracterizé tanto el método de determinacién como el proceso analitico en su conjunto.

Figura I1l.7. Esquema del proceso de preparacion de muestra mediante SPE para la determinacion de
triclosdn y compuestos relacionados en agua.

Acondicionamiento Oasis HLB 60 mg:
3 mL AcOEt, MeOH, H,O pH 2

Paso de la muestra:
1L, pH 2, filtrada
con fibra de vidrio

Nt

Secado con N, 14 psi/30 min

Elucién
2 mL acetato de etilo I-

Z

Derivatizar 0.5 mL con 20 pL Eluir 5 mL AcOEt y
MTBSTFA a T2 Amb. 5 min concentrara 2 mL

Purificacién Sep-Pak 0.5 g
(sélo aguas residuales)
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3.3.3.1. Caracterizacion del método de determinacion (GC-MS): linealidad, repetibilidad y
limites de cuantificacion

La linealidad de la respuesta analitica se evalué mediante un calibrado a 10 niveles de
concentracién comprendidos entre 25 ng/mL y 3 ug/mL. Las regresiones obtenidas al representar el
valor de area de pico frente a la concentracion de los analitos, mostraron coeficientes de
determinacién de 0.999.

La repetibilidad de inyeccion fue estudiada inyectando 1 uL de un patrén de 400 ng/mL por
quintuplicado. Los coeficientes de variacion obtenidos para cada uno de los compuestos se indican
en la tabla IIl.6, siendo inferiores en todos los casos a 2.5 %.

Los limites de cuantificacion (LOQs) se definen como la cantidad minima de compuesto que
produce una sefial cromatografica con una relacion S/N de 10, cuando se registran los
cromatogramas a las relaciones de m/z del pico base del espectro de masas del compuesto. Los LOQ
del equipo (GC-MS) para los cuatro analitos estudiados se evaluaron inyectando niveles de
concentracion inferiores a 5 ng/mL. Con ayuda del software GC-MS Saturn Workstation 5.4 se
calcularon los limites de cuantificacion para los compuestos. Este software integra la sefial de area
(ruido) de los 5 scans obtenidos previa y posteriormente al pico cromatografico para dar lugar a los
limites de cuantificacion, tabla I11.6.

Tabla 11l.6. Ecuaciones de las rectas de calibrado, coeficientes de determinacion, LOQs y repetibilidad

para los analitos estudiados.

RZ

LOQ (ng/mL) Repetibilidad (% RSD, n=5)

2,4-DCF  Y=1091X+16070 0.999 4 1.2
2,3,4-TCF  Y=857X+11349  0.999 3 1.4
MTCS Y=784X+1315 0.999 2 24
TCS Y=1164X+25057 0.999 3 1.0

3.3.3.2. Exactitud, precision y limites de cuantificacion del método analitico

Los limites de cuantificacién (LOQs) se definen como la cantidad minima de analito que
puede ser cuantificado con fiabilidad, correspondiente a una relacién S/N de 10. En base a esta
definicion y teniendo en cuenta el factor de concentracidon obtenido, asi como los blancos de
proceso, se establecieron los siguientes LOQs para un volumen de muestra de 1 L, tabla IIl.7. Los
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LOQs obtenidos con la metodologia de SPE desarrollada son 2 veces superiores a los obtenidos por
SPME, tabla 1.10.

Tabla Il.7. Limites de cuantificacion del método de SPE (Vol. 1 L).

Compuesto LOQ (ng/L)

2,4-DCF 8
2,3,4-TCF 6
MTCS 4
TCS 6

La exactitud y precision del método desarrollado se evaluaron para cada uno de los
compuestos en distintas matrices acuosas. Para realizar este estudio, se ha utilizado 1 L de agua con
adicién de los analitos a nivel de 0.5 ng/mlL, realizando 4 réplicas del proceso analitico para cada tipo
de muestra. En el caso del efluente (agua residual tratada), se compararon las recuperaciones y los
coeficientes de variacion obtenidos con y sin etapa de purificacion. Las recuperaciones se
determinaron mediante un calibrado externo, con patrones en acetato de etilo de distintas
concentraciones, teniendo en cuenta las sefiales obtenidas para las muestras sin adicidn. Las
recuperaciones obtenidas oscilaron entre 77 y 116 %, con RSDs inferiores al 10 %, practicamente
para la mayoria de las muestras, tabla I11.8.

Tabla 111.8. Recuperaciones (%) del método para 1 L de muestra con adicién de los compuestos a nivel
de 0.5 ng/mL (N=4).

Matriz 2,4-DCF 2,3,4-TCF
Agua Milli-Q 9415 95+4 95+3 98+3
Agua rio 108+3 1054 103+11 88+7
Res. tratada sin limpieza 11244 10614 11614 11443
Res. tratada con limpieza 924 775 1104 1026
Res. sin tratar con limpieza 90+3 89+3 108+2 98+5
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3.4. Extraccion en fase sélida con derivatizacién en medio homogéneo para la

determinacién de parabenes en muestras de agua

Para la determinacion de parabenes en muestras de agua se optimizé también un método
de extraccion en fase sélida. Esta metodologia fue aplicada al andlisis de muestras de agua de rio y
agua residual, asi como para seguir los estudios de halogenacién a los cuales nos referiremos mds
adelante.

3.4.1. Optimizacion de las condiciones de derivatizacion en medio homogéneo y
estabilidad de los compuestos sililados

Las condiciones de derivatizacidn en medio homogéneo de los parabenes en lo referente a
volumen de derivatizante (20-100 L), tiempo (5-60 minutos) y temperatura (20-702C), fueron
estudiados mediante un disefio experimental factorial fraccional en modo mixto 3 x 2 con un punto
central. Este tipo de disefio permite estudiar uno de los factores a 3 niveles (en nuestro caso la
temperatura), estimando asi el término cuadratico asociado al mismo.

Para llevar a cabo los distintos experimentos se prepard un pool de extractos, en acetato de
etilo, correspondientes a agua residual tratada a la que se adiciond los parabenes a nivel de 700
ng/mL. Una vez obtenido este pool, se afiadié a 500 puL de extracto el volumen de derivatizante
indicado en la tabla 1I.9, diluyendo con acetato de etilo hasta un volumen final de 600 puL en caso
necesario. Los extractos fueron inyectados en el sistema GC-MS obteniendo las 4reas de pico que se
muestran en la tabla I11.9.

Tabla 111.9. Experimentos realizados y dreas de pico obtenidas durante la optimizacion de la
derivatizacion en medio homogéneo.
Temperatura V. MTBSTFA Tiempo

(°C) (L) (min) MeP EtP PrP BuP BzP

45 100 5 : 178940 156294 152202 225023 135059
70 100 5 I 162922 145024 147815 200001 140083
70 20 60 : 173866 164183 158159 222404 155725
20 20 5 : 39231 39959 38311 51694 39612
45 100 60 I 184084 170689 151894 238164 175905
45 20 : 56168 55400 57169 72217 33142
70 20 : 137631 119913 120735 174833 143094
20 20 60 i 50095 50644 39134 75725 70025
45 60 325 : 166651 166589 158907 224407 150386
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Temperatura V. MTBSTFA Tiempo

(2C) (ul) (min) MeP EtP PrP BuP BzP

70 100 60 i 168919 147106 156030 209399 147308
45 20 60 : 194579 173437 165120 240398 162801
20 100 60 1172321 152592 157493 213701 153918
20 100 5 : 171392 155645 157094 215901 151517

Tras el tratamiento de los resultados obtenidos (areas de pico) con el programa estadistico
Statgraphics 5.1, se obtuvieron las cartas Pareto para los 5 compuestos estudiados, y las
correspondientes superficies de respuesta. MeP, EtP, PrP y BuP presentaron cartas Pareto vy
superficies de respuesta similares. El BzP difiere ligeramente, aunque las conclusiones a las que se
llegaron fueron las mismas, figura I11.8.

Figura 111.8. Cartas Pareto y superficies de respuesta para el etilparaben y el bencilparaben.
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En las cartas Pareto se puede observar que valores altos de temperatura, tiempo y volumen
de MTBSTFA afectaron de modo positivo a la eficacia de derivatizacidon. Incluso para MeP, EtP, PrP y
BuP el volumen de derivatizante fue estadisticamente significativo (95% confianza), asi como la
interaccion temperatura-volumen (AB). Las superficies de respuestas obtenidas para 60 minutos,
mostraron que a temperaturas elevadas, la sefal resulté ser mucho mayor frente a temperatura
ambiente. Con respecto al derivatizante, para obtener mejores resultados se requieren voliumenes
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mayores de MTBSTFA, aunque a temperaturas elevadas, se observé que la respuesta practicamente
no variaba con el volumen de derivatizante, con lo cual, se seleccioné un valor medio (40 plL de
MTBSTFA) dentro del dominio explorado en el disefio.

Una vez fijadas las condiciones de derivatizacion (40 pL de MTBSTFA a 702C durante 60
minutos) se evalud la estabilidad de los compuestos derivatizados en el tiempo. Para ello, se prepard
un patrén en acetato de etilo de 1.2 ug/mLy un extracto de un efluente con adicién de los analitos a
nivel de 500 ng/mL. Quinientos microlitros de las disoluciones anteriores fueron derivatizados con 40
UL de MTBSTFA a 702C durante una hora, inyectando posteriormente 1 pL en el sistema GC-MS
durante varios dias. Al igual que en el caso del triclosan, se utilizd como patrdn interno el PCB-30
para compensar los posibles cambios de respuesta que puede haber en el equipo. Los resultados
obtenidos, mostraron que los parabenes derivatizados son estables durante un periodo de 7 dias
cuando son almacenados a 4°C, figura III.9.

Figura 111.9. Estabilidad de los compuestos sililados en el tiempo. Sefial relativa al PCB-30.
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3.4.2. Optimizacion del proceso de SPE para muestras acuosas

Una vez fijadas las condiciones éptimas de derivatizacion, los parametros de extraccion de
los parabenes en muestras de agua fueron optimizados usando el mismo adsorbente que para el
triclosan. Las condiciones de partida fueron las mismas: agua a pH 2.5, cartuchos Oasis HLB® de 60
mg y acetato de etilo como eluyente.

139



Determinacidn y reactividad en agua

3.4.2.1. Volumen de elucion de los cartuchos y volumen de corte

La cantidad de acetato de etilo necesaria para recuperar los compuestos del cartucho de
SPE, asi como el volumen maximo de muestra a concentrar con la fase polimérica seleccionada
fueron evaluados simultdaneamente. Para ello se concentré una muestra de agua ultrapurade 2 L a
pH 2.5 con un nivel de adicién de 2 ng/mL. Esta muestra se hizo pasar por dos cartuchos conectados
en serie, de modo que en el caso de que el volumen de corte sea menor, el eluato del segundo
cartucho presentara sefial para los compuestos estudiados. Por otra parte, el primer cartucho fue
eluido con 3 fracciones de acetato de etilo (2 mL cada una) para establecer el volumen minimo de
disolvente necesario para recuperar cuantitativamente los compuestos. Los resultados obtenidos se
muestran en la figura I11.10.

Figura 111.10. Volumen de ruptura y de elucion de los parabenes usando cartuchos Oasis HLB® de 60
mg.
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Como se puede observar en la figura I11.10, 2 mL de acetato de etilo fueron suficientes para
eluir conjuntamente los cinco compuestos. Por otra parte, el volumen de corte del cartucho resulté
ser superior a 2 L de muestra, puesto que no hay presencia de los parabenes en el segundo cartucho.

3.4.2.2. Matrices complejas: Purificacion de los extractos

Los extractos procedentes de aguas residuales presentaron una gran complejidad debido a
la presencia de sustancias co-extraidas. Del mismo modo que se ha hecho para el triclosan, se
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planted una estrategia de purificacién de los extractos procedentes de los cartuchos de fase reversa,
utilizando cartuchos de silica neutra comerciales, Sep Pak® de 500 mg.

Fue necesario conocer el volumen de acetato de etilo necesario para recuperar los
compuestos de los cartuchos de fase normal. Para ello, se depositd sobre este cartucho una alicuota
de un patrén de los analitos con una concentracion de 2 pug/mL. Se recogieron fracciones sucesivas
de 2 mL de acetato de etilo, que, una vez derivatizadas, fueron inyectados en el sistema GC-MS. Las
areas de pico obtenidas se representaron en la siguiente figura, figura IIl.11.

Figura I1l.11. Perfil de elucidon para los parabenes de los cartuchos de silica Sep-Pak® de 500 mg con
acetato de etilo.
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En la figura anterior se puede apreciar que son necesarios, al menos, 4 mL de acetato de
etilo para recuperar cuantitativamente los parabenes de los cartuchos de silica. Por lo tanto, la
purificacién de los extractos de aguas residuales se realizara pasando a través del cartucho de silica
los 2 mL de acetato de etilo eluidos del cartucho Oasis HLB y recuperando los compuestos con 5 mL
del mismo disolvente. A continuacidn, esos 5 mL seran concentrados en corriente de nitrégeno hasta
un volumen de 2 mL para proceder a su derivatizacion y determinacion cromatografica.

3.4.3. Caracterizacion del método analitico
Una vez optimizadas las condiciones de extraccidon de las muestras de agua conteniendo

parabenes, figura 111.12, se presentan las caracteristicas del método de determinacion (GC-MS) en lo

referente a exactitud, precision y limites de cuantificacion.
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Figura I11.12. Esquema de preparacion de muestra mediante SPE para la determinacion de parabenes
en agua.

Acondicionamiento Oasis HLB 60 mg:
3 mL AcOEt, MeOH, H,O pH 2

Paso de la muestra:
1L, pH 2, filtrada
con fibra de vidrio

Secado con N, 14 psi/30 min

Elucién Purificacién Sep-Pak 0.5 g
2 mL acetato de etilo - (sélo aguas residuales)

Derivatizar 0.5 mL con 40 pL ||
MTBSTFA a 702C, 60 min - concentrara 2 mL

3.4.3.1. Caracterizacion del método de determinacion (GC-MS): linealidad, repetibilidad y

limites de cuantificacion instrumentales

La linealidad del sistema GC-MS para parabenes fue estudiada inyectando una serie de
patrones cuyas concentraciones estaban comprendidas entre 20 ng/mLy 2 ug/mL. Los coeficientes
de determinacién de las rectas obtenidas oscilaron entre 0.997-0.998.

Para la obtencién de los LOQs del equipo se procedié de forma idéntica que en el estudio
realizado con el triclosan. La repetibilidad de inyeccidén se evalué con un patron de concentracion
100 ng/mL para cada analito, inyectado seis veces en el sistema cromatografico. Los parametros que
caracterizan al sistema GC-MS se muestran en la siguiente tabla (tabla 111.10).

Tabla 111.10. Rectas de calibrado, coeficientes de determinacidn, LOQs y repetibilidad para parabenes

utilizando GC-MS como técnica de determinacion.
2

Recta R LOQ (ng/mL) Repetibilidad (% RSD, n=6)
MeP Y=306X+6812 0.998 5 6.1
EtP  Y=274X+6361 0.998 5 4.1
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2

R LOQ (ng/mL) Repetibilidad (% RSD, n=6)
PrP  Y=264X+6597 0.998 3 4.6
BuP  Y=405X-5289 0.998 2 7.1
BzP Y=256X-10705 0.997 13 8.3

3.4.3.2. Exactitud, precision y limites de cuantificacion del método analitico

Los limites de cuantificacion para los parabenes en muestras acuosas se obtuvieron
considerando los blancos del proceso asi como los LOQs proporcionados por el sistema de deteccién
(GC-MS), considerando un factor de concentracion de 500 veces (1 L a 2 mL de acetato de etilo),
tabla IIl.11. En el caso de matrices sencillas (aguas superficiales), estos LOQs se podran reducir
incrementando el volumen de muestra hasta 2 L. Para aguas residuales no es posible concentrar
volimenes superiores a 1 L debido a la obturacién del adsorbente en el cartucho de SPE.

Tabla 111.11. Limites de cuantificacion del método de SPE (Vol. 1000 mL).
LoQ MeP EtP PrP BuP BzP
ng/L 10 10 6 3 26

Los LOQs obtenidos utilizando SPE como técnica de concentracidn fueron similares que los
obtenidos para SPME (tabla I.7) con excepcion del MeP para el que no se detectaron sefiales en los
blancos de SPE.

La exactitud y precisidon del método analitico fueron evaluadas con un conjunto de muestras
de agua ultrapura, agua de grifo (tratada previamente con tiosulfato sédico para eliminar el cloro
presente en la misma), agua de rio, agua residual tratada y sin tratar. Para ello, se procesaron por
cuadruplicado 1 litro de cada tipo de muestra con adicion de los parabenes a nivel de 0.5 ng/mL. Las
concentraciones en muestra fueron cuantificadas mediante calibrado externo, sustrayendo la sefial
de las fracciones sin adicion en el caso de las muestras de agua de rio y residual. Las recuperaciones
obtenidas se muestran en la tabla Ill.12. Los extractos correspondientes a muestras de agua residual
fueron purificadas con 500 mg de silica, tal como se ha descrito en el apartado 3.4.2.2. de este
capitulo.
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Tabla 111.12. Recuperaciones (%) del método para 1 L de muestra con adicion de los compuestos a
nivel de 0.5 ng/mL (N=4).

Matriz MeP EtP Prp BuP BzP
Agua Milli Q 106+2 109+3 112+1 107+1 99+9
Agua de grifo 80+5 94+3 98+4 9713 81+2
Agua de rio 10745 10445 11242 11042 8815
Res. tratada 105+4 11244 119+5 108+2 108+4
Res. sin tratar 7916 9116 96+4 103+1 118+2

144



Halogenacion Triclosan

3.5. Halogenacién del triclosan

3.5.1. Pruebas preliminares

El triclosan es un fenoxifenol triclorado que, dada a su estructura, es susceptible de sufrir

reacciones de halogenacién en el anillo fendlico cuando se pone en contacto con electréfilos como el

hipoclorito sédico. Inicialmente, se llevaron a cabo una serie de experimentos con objeto de

confirmar esta hipdtesis. Se emplearon alicuotas de agua ultrapura con una cantidad conocida de

triclosan, 40 ng/mL, y concentraciones variables de cloro libre (0.08, 0.2, 0.4 y 8 mg/L). Todas estas

pruebas se realizaron a temperatura ambiente (temperatura del agua 15 + 22C), en ausencia de luz y

sin ajuste del pH del medio, seleccionando un tiempo de reacciéon de 1 hora. Tras ese tiempo, se

concentraron las muestras aplicando la metodologia de SPE y se inyectaron en el sistema GC-MS,

obteniendo los correspondientes cromatogramas, figura 111.13.

Figura 1l1.13. Cromatogramas de GC-MS obtenidos en los estudios previos de cloracion del triclosdn.
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Como se puede comprobar, tras una hora, el triclosan reaccioné cuantitativamente con el

agente oxidante a las cuatro concentraciones evaluadas. Por otra parte, resultd significativa la

formacion de 2,4-diclorofenol, asi como de un triclorofenol, a 17.4 minutos, que no se corresponde
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con el 2,3,4-triclorofenol (t, 18.2 minutos). La sefial de estos ultimos aumentd con la cantidad de
cloro en el medio de reaccién.

Tal como se aprecia en estas pruebas iniciales, el triclosan es susceptible de sufrir una
degradacién relativamente rapida en presencia de niveles bajos de cloro libre, formandose varios
subproductos durante este proceso. Por tanto, se procedid al estudio sistematico de aquellos
factores que influyen en la reactividad del triclosan en presencia de cloro libre.

3.5.2. Estudio de degradacidn a distintos pHs y concentraciones de cloro libre

La influencia del pH y de la concentracion de cloro libre en la degradacidn de triclosan fue
investigada utilizando alicuotas de 100 mL de agua ultrapura, tamponada a cinco pHs diferentes,
comprendidos entre 5y 9, y con concentraciones de cloro libre crecientes, de 0 a 2.4 mg/L. Tras la
adicién de triclosan, la mezcla se dejé reaccionar durante 5 minutos en botellas cerradas y en
ausencia de luz. Pasado ese tiempo, se elimind el exceso de agente oxidante con 10 mg de tiosulfato
sédico (reductor) y se procedid a la concentracién de las muestras mediante la metodologia de SPE
desarrollada en este capitulo. En la figura Ill.14, se puede observar la estabilidad del triclosan frente
a las distintas concentraciones de cloro y el pH del agua.

Figura 111.14. Estabilidad relativa del triclosdn a distintos pHs y concentraciones iniciales de cloro libre.
Concentracion inicial de TCS 50 ng/mL.
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En la figura 1ll.14 se puede apreciar un aumento de la degradacidn del triclosan con la
concentracion de agente oxidante. Ademas, el pH ejerciéd un efecto notable en su estabilidad,
observandose la maxima reactividad en el intervalo entre pH 7 y 8, lo cual concuerda con la
informacion existente para especies fendlicas. En general, este tipo de reacciones son mas
favorables cuando el compuesto se encuentra en forma fenolato, mientras que el oxidante (pK, 7.5)
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se encuentra en su forma acida. En el caso del triclosan, pK, de 7.80, el rango entre pH 7 y 8 resulté
ser el mas favorable para su degradacion.

3.5.3. Cinéticas de cloracion en agua ultrapura

La cinética de cloracién del triclosan en agua ultrapura fue estudiada a tres pHs diferentes
(6.3, 7.3 y 8.3) a los que pueden encontrarse las aguas superficiales. La concentracion de cloro libre
se mantuvo en 0.4 mg/L, concentracién media estipulada para el agua de grifo. Cabe destacar que el
cloro libre esta en exceso frente al triclosan (9 ng/mL), por tanto, la velocidad de reaccion es funcién
Unicamente de la concentracidn de triclosan presente en el medio. Puesto que la representacion del
logaritmo neperiano de la concentracidn de triclosan frente al tiempo de reaccidn responde a una
linea recta, la ecuacidn de velocidad se ajusta a una cinética de pseudo-primer orden. Asi pues, el
tiempo de vida media del triclosan puede calcularse segun la expresion:

Ln(0.5)
1/2 K

Donde “k” es la pendiente de la recta obtenida cuando se representa el Ln [TCS] frente al tiempo.

Las ecuaciones de la recta obtenidas para esos tres pHs se muestran en la figura II.15, junto
con los tiempos de vida media.

Figura 111.15. Cinéticas de cloracion y tiempos de vida media para el triclosdn, obtenidos para 0.4
mg/L de cloro libre a pHs 6.3, 7.3 y 8.3. Concentracidn inicial de TCS 9 ng/mL.
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Los tiempos de vida media obtenidos confirman que la maxima reactividad del triclosan se
observé a pH 7.3.
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3.5.4. Identificacidn de los productos de transformacion

Los experimentos realizados por Onodera y colaboradores en 1987 [Onodera S; 1987],
pusieron de manifiesto la existencia de dos derivados tetraclorados del triclosan (Tetra | y II) y uno
pentaclorado (Pentaclosano), asi como la ruptura del enlace éter del fenoxifenol dando lugar al 2,4-
diclorofenol y el 2,3,4-triclorofenol. En los estudios de cloracidn del triclosan se identificaron los
siguientes compuestos:

¢ A tiempos de retencién superiores al triclosan, se encontraron tres picos cromatograficos.
Los dos primeros presentaron el mismo espectro de masas, con una distribucidon isotdpica
correspondiente a un compuesto tetraclorado, cuyo pico base (m/z 379+381+383) aparece 34
unidades por encima del i6n [M-57]" del triclosan (m/z 345+347). Estos dos picos se asignaron a los
dos isdmeros posicionales 4,5-dicloro-2-(2,4-diclorofenoxi)fenol y 5,6-dicloro-2-(2,4-
diclorofenoxi)fenol, los cuales provienen de la sustitucidn electréfila aromatica de un H, por un Cl, en
las posiciones orto o para al grupo hidroxilo en la estructura del triclosan. En el espectro de masas
de la figura 111.16, se muestra el patron de fragmentacion para estos compuestos. Dado que no estan
disponibles comercialmente, no se ha podido confirmar su identidad con patrones, y por lo tanto
establecer cual de los dos isomeros tetraclorados emerge antes de la columna cromatogréfica. Por
esta razon, los hemos denominado Tetra | y Tetra Il, en base a sus tiempos de retencion.

Figura Ill.16. Cromatograma y espectro de masas para los closanos Tetra | y Tetra Il, como especies

sililadas.
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A tiempo de retencién tres minutos y medio por encima del triclosan, se identificd otro pico
cromatografico cuyo espectro de masas corresponde a una especie pentaclorada de masa 68
unidades superior a la del triclosan, proveniente de la sustitucién de dos hidrégenos por dos atomos
de cloro. Tal como describié Onodera, corresponde al derivado pentaclorado del triclosan, el 4,5,6-
tricloro-2-(2,4-diclorofenoxi)fenol, figura I11.17.

Figura ll.17. Cromatograma y espectro de masas para el pentaclosano sililado.
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¢ Junto con estos tres compuestos, aparecen también dos clorofenoles procedentes de la
ruptura del enlace éter en la estructura del triclosan. El diclorofenol presenta el mismo tiempo de
retencién que el 2,4-diclorofenol, mientras que el triclorofenol obtenido no se corresponde con el
descrito en la bibliografia. Para identificar el triclorofenol y confirmar que el diclorofenol
corresponde al isémero sustituido en las posiciones 2,4-, se inyectaron patrones, en acetato de etilo,
de los distintos isomeros de diclorofenoles y triclorofenoles, derivatizados con MTBSTFA y BSTFA, asi
como extractos de estas pruebas de cloracion sililados con ambos derivatizantes. Los tiempos de
retencidn obtenidos se muestran en la siguiente tabla (tabla 111.13).
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Tabla 111.13. Tiempos de retencion de los dicloro y triclorofenoles tert-butildimetilsililados y

trimetilsililados.

Clorofenol tr tert-butildimetilsililado (min) tr trimetilsililado (min)
3,5-diclorofenol 15.38 12.45
2,5-diclorofenol 15.52 12.41
3,4-diclorofenol 16.08 13.42
2,6-diclorofenol 15.79 12.43
2,4-diclorofenol 15.83 12.63
2,3-diclorofenol 16.18 13.02

2,3,4-triclorofenol 18.22 15.28
2,3,5-triclorofenol 17.40 14.49
2,3,6-triclorofenol 17.80 14.67
2,4,5-triclorofenol 17.48 14.57
2,4,6-triclorofenol 17.41 14.22

" Diclorofenol detectado 158 126
Triclorofenol detectado 17.41 14.22

Como se puede observar en la tabla 111.13, la utilizacion de MTBSTFA como derivatizante no
permitié resolver varios isomeros a linea base. Experimentos adicionales, usando BSTFA,
posibilitaron la identificacién del dicloro y triclorofenol procedentes de la degradacion del triclosan.
Para el caso de triclorofenol, el uso de MTBSTFA indica 3 posibles candidatos: el 2,3,5-; 2,4,5-y 2,4,6-
TCF. La utilizacion del BSTFA permitié resolver mejor estos compuestos, y confirmar que la sefal
para el compuesto trimetilsililado a 14.2 minutos presente en el extracto de los experimentos de
halogenacioén, corresponde con el 2,4,6-triclorofenol. Los derivados tert-butildimetilsililados del 2,4-
DCF y 2,6-DCF presentaron el mismo tiempo de retencion. La derivatizacion del extracto y de los
patrones con BSTFA confirmd que el pico que emerge a 12.6 minutos corresponde con el 2,4-DCF.

La presencia del 2,4,6-triclorofenol en el medio de reaccién, en vez del 2,3,4-triclorofenal,
indica que este compuesto proviene de la cloracién del 2,4-diclorofenol, proceso cinéticamente muy
favorable. El 2,4-diclorofenol se forma por la ruptura del enlace éter en la estructura del triclosan.

e Ademads de estos cinco productos, se detectd también la presencia de otras especies
halogenadas entre los tiempos de retencién del 2,4,6-triclorofenol y el triclosan. Estas especies son
minoritarias, y aparecen a concentraciones de cloro elevadas, cuando no se afiada el agente reductor
(tiosulfato sédico) para eliminar el exceso de oxidante. Experimentos adicionales utilizando el acido
ascérbico (vitamina C) como agente reductor, tampoco mostraron la presencia de estos
subproductos. En la siguiente figura (fig. 11.18) se muestran los cromatogramas de esas especies,
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obtenidos para un tiempo de reaccion de 1 hora y distintas concentraciones de cloro (entre Oy 1.6
mg/L), asi como los espectros de masas correspondientes. Para estas pruebas no se detuvo la
reaccion con un reductor, sino que una vez transcurrido el tiempo establecido, se ajusté el pHa 2.5 e
inmediatamente, las muestras se concentraron mediante SPE. De acuerdo con los espectros de
masas obtenidos se identificaron como derivados tert-butildimetilsililados de dihidroxifenoles
(resorcinoles) sustituidos con uno, dos o tres atomos de cloro. Estos se forman por la ruptura del
enlace éter del TCS o los closanos tetra y pentaclorados, permaneciendo los dos grupos hidroxilo en
el mismo anillo aromatico. El pico base en los espectros corresponde a la pérdida del grupo tert-
butilo de uno de los dos hidroxilos sililados. El resto de fragmentaciones proceden de la pérdida de

cloro (35 unidades), tert-butilo (57 unidades), cloro y tert-butilo (92 unidades) é cloro y tert-
butildimetilsilil (150 unidades).

Figura 111.18. Cromatogramas, espectros de masas y estructuras propuestas para los productos
minoritarios de cloracion del triclosdn, a distintas concentraciones de cloro libre.
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En la bibliografia no existen referencias describiendo la formacidn de estos resorcinoles en
presencia de cloro libre, si bien es cierto que Ferrer y colaboradores [Ferrer I; 2004] detectaron el
clorofenol dihidroxilado como un intermedio inestable en la fotodegradacion del triclosan.

Ademas de los compuestos sefialados, en algunas pruebas realizadas con elevadas
concentraciones de cloro y tiempos de reaccién largos, se encontré a 19.5 minutos un compuesto
cuyo espectro corresponde con un tetraclorofenol. Debido a que la sefial resultd ser poco intensa y
puesto que sélo aparecid tras un tiempo de reaccion elevado, no se considerd en el estudio de
evolucion de los subproductos de cloracién del TCS, al igual que los resorcinoles. En la siguiente
figura (figura 111.19), se muestra el pico correspondiente al tetraclorofenol asi como su espectro de
masas.

Figura 111.19. Cromatogramas para el tetraclorofenol (producto minoritario) a distintos tiempos de
reaccion, en agua a pH 7.3 con 0.4 mg/L de cloro libre y 10 ng/mL de triclosdn.
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3.5.5. Evolucion temporal de los productos mayoritarios

Una vez identificados los compuestos de halogenacidn del triclosan, formados en presencia
de cloro libre, se investigd su evolucién temporal para poner de manifiesto la estabilidad de los
mismos. Para llevar a cabo este estudio, se prepararon una serie de muestras de agua ultrapura con
distintas concentraciones de cloro libre (0.4 y 1.4 mg/L), a pH 7.3, y con una cantidad inicial de
triclosan de 50 ng/mL. Los resultados obtenidos para distintos tiempos de reaccion se observan en
las figuras 111.20.A y 111.20.B, en donde se representa la sefial relativa al area de pico del triclosan para
tiempo 0 minutos.
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Figura 111.20.A. Evolucién temporal de los cloro-derivados del TCS con 0.4 mg/L de cloro libre.
Concentracion inicial de TCS 50 ng/mL.
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Figura 111.20.B. Evolucién temporal de los cloro-derivados del TCS con 1.4 mg/L de cloro libre.
Concentracion inicial de TCS 50 ng/mL.
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Como se puede comprobar en las figuras anteriores, a tiempos relativamente cortos los
fenoxifenoles tetraclorados fueron los subproductos predominantes. La respuesta del Tetra Il fue
mayor frente al Tetra I, de modo que se presume que el Tetra Il corresponde con el derivado 4,5-
dicloro-2-(2,4-diclorofenoxi)fenol, puesto que la posicion para al hidroxilo presenta menor
impedimento estérico frente a la posicion orto. En un momento dado, la seiial del Pentaclosano
aumenta exponencialmente en detrimento de la sefial de los Tetraclosanos hasta que desciende a
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favor de los clorofenoles. Como productos finales, el 2,4-diclorofenol y el 2,4,6-triclorofenol, se
mantuvieron a niveles practicamente constantes dentro del intervalo de tiempo considerado.

Experimentos adicionales, realizados con el 2,4-DCF para observar su comportamiento en
presencia de cloro, asi como estimar su tiempo de vida media con 1.44 mg/L de cloro libre y 50
ng/mL de 2,4-DCF (t;/; 7.8 minutos) mostraron la conversién integra del 2,4-DCF en 2,4,6-TCF en 1
hora. A partir de ese momento la concentracién de 2,4,6-TCF comenzd a decaer hasta la mitad,
manteniéndose practicamente constante a partir de las 2 horas, figura 111.21.

Figura 111.21. Evolucién temporal del 2,4-DCF a 2,4,6-TCF con 1.44 mg/L de cloro libre. Concentracion
inicial de 2,4-DCF 50 ng/mL.
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El rendimiento molar de la conversiéon del TCS en 2,4-DCF y 2,4,6-TCF se estudid a tres pHs
diferentes usando 0.4 mg/L de cloro libre, y una concentracién inicial de triclosan de 50 ng/mL, para
tiempos de reaccién de 5y 15 minutos. Los porcentajes de conversidén se muestran en la tabla I11.14.

Tabla 111.14. Rendimientos molares (%) de conversion del triclosan en los clorofenoles relacionados
para 0.4 mg/L de cloro libre (N=3). Concentracion inicial de TCS 50 ng/mL.

Compuesto
2,4-DCF ; 2.8+0.2 7.1+0.6 ; 4.4+0.5 8.8+0.8 ; 1.0+0.2 5.0+0.7
2,4,6-TCF : 0.30+0.05 0.59+0.05 : 0.9+0.1 2.5+0.4 : 0.22+0.04 1.8+0.3
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El mecanismo de degradacién de triclosan y su conversién final en 2,4-DCF y 2,4,6-TCF se
muestra en la siguiente figura, figura 111.22. Cabe destacar que tanto el 2,4-DCF como el 2,4,6-TCF son
considerados por la EPA como candidatos a la lista de disruptores endocrinos y posibles
carcinégenos [http://www.epa.gov].

Figura 111.22. Mecanismo de degradacion del triclosdn en aguas cloradas.
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3.5.6. Estudios de cloracion en agua de grifo

La reactividad del triclosan en agua ultrapura, con un contenido conocido de cloro libre, fue
confirmada realizando experimentos similares en agua de grifo. La muestra se recogid en una botella
ambar y, previamente a la realizacion de los experimentos, se determind la concentracién de cloro
libre con un fotdmetro tal como se ha indicado en la seccién 3.1.4. La concentracion obtenida de
cloro libre en la muestra fue de 0.43 £ 0.3 mg/L. Se tomaron varias alicuotas de 250 mL, las cuales
fueron distribuidas en botellas ambar de 300 mL. Se tamponaron a pH 7.3 y se adiciond un patrén de
triclosan en metanol para tener una concentracion en agua de 50 ng/mL. Tras un tiempo de reaccion
debidamente controlado, se afadio el agente reductor eliminando asi el exceso de cloro en el medio,
y se concentrd la muestra mediante la metodologia de SPE desarrollada. En estas condiciones, el
tiempo de vida media del triclosan fue de 1.9 minutos, dato andlogo al obtenido para agua ultrapura
con concentracion de cloro similar (t;; 2.2 min para 0.4 mg/L de cloro libre). En la figura 111.23, se
muestra el perfil de formacion de los compuestos derivados del triclosan en agua de grifo.
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Figura 111.23. Perfil de formacion de los compuestos clorados en agua de grifo conteniendo 0.43 mg/L
de cloro libre. Concentracion inicial de TCS 50 ng/mL.
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La evolucién temporal de los compuestos siguié un perfil andlogo al mostrado en la figura
I11.20.A, pudiendo extrapolar los resultados obtenidos con agua ultrapura a agua de grifo. De este
modo, se pone de manifiesto que el triclosan puede sufrir procesos de cloracion en agua de grifo, lo
que se traduce en la potencial exposicién por via dérmica a sus productos de reaccion y, por
supuesto, en la descarga de éstos al medio acudtico a través de las aguas residuales.

3.5.7. Presencia de compuestos halogenados en muestras reales

Dado que el triclosdn reacciona rapidamente en aguas cloradas, se evalud la presencia de
los productos de cloracion en muestras de agua residual debido al uso de PPCPs, conteniendo
triclosan en su formulacién, y su contacto directo con agua de grifo clorada. En las muestras de agua
residual, se detectaron 2,4-diclorofenol y 2,4,6-triclorofenol. Con respecto a la presencia de los
closanos policlorados, sus niveles son muy bajos aunque en algunas muestras, con un alto contenido
de triclosan, se encontraron trazas de los mismos. En la figura Ill.24, se puede observar la sefial
cromatografica de estos derivados halogenados del triclosan en una muestra de agua residual sin
tratar, con una concentraciéon medida de triclosan de 14 ng/mL.
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Figura 1l1.24. Cromatogamas de GC-MS mostrando la presencia de triclosdn, tetra I, tetra Il y

pentaclosano en una muestra de agua residual sin tratar con alto contenido en triclosdn.
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3.6. Halogenacidén de parabenes

3.6.1. Pruebas preliminares

Al igual que el triclosan, los parabenes son compuestos fendlicos susceptibles de sufrir
sustituciones electrdéfilas aromaticas en la posicion orto al grupo hidroxilo. Para verificar este
comportamiento, se realizaron una serie de pruebas en agua ultrapura, tamponada a pH 7.3, con
adicién de cloro libre a nivel de 0.4 mg/L. Tras la adicidn de los patrones en metanol de metilparaben
y propilparaben, las muestras se dejaron reaccionar a temperatura ambiente durante 30 minutos,
tras los cuales el exceso de cloro libre fue eliminado con tiosulfato sédico. Las muestras fueron
concentradas, mediante la metodologia de SPE desarrollada para el andlisis de parabenes en
muestras acuosas Y, tras la derivatizacidon de los extractos, se inyecté 1 plL en el sistema GC-MS en
full scan. En los cromatogramas obtenidos se observé una clara disminucién en la sefial de ambos
parabenes (tabla 111.15), lo que indicé que estos también reaccionan en medios clorados. En base a
estos primeros resultados, se llevé a cabo el estudio sistematico de los parametros que afectan a la
halogenacién los parabenes mas comunes en PPCPs (MeP, EtP, PrP y BuP) cuando entran en
contacto con agua conteniendo cloro libre.

Tabla 111.15. Sefial de MeP y PrP tras 30 minutos de reaccion. Concentracion de cloro libre 0.4 mg/L y
40 ng/mL para cada analito, al inicio de la reaccidn.

Sefial relativa a tiempo 0 minutos

MeP 11%
PrP 13%

3.6.2. Degradacion a distintos pHs y concentraciones de cloro libre en agua ultrapura

El pH del medio y la concentracién de cloro fueron dos de los factores estudiados
previamente a la evaluacion de la cinética de reaccion. Del mismo modo que para el triclosan, se
consideraron pHs comprendidos entre 6 y 9 unidades, asi como concentraciones de cloro libre entre
0 y 2.4 mg/L. Se realizaron una serie de experimentos usando muestras de 100 mL de agua,
tamponadas a los pHs anteriores, con una concentracion inicial de 40 ng/mL para uno sélo de los
analitos considerados (MeP, EtP, PrP y BuP). Tras un tiempo de reaccion de 10 minutos, se afiadieron
10 mg de tiosulfato sédico para eliminar el exceso de cloro libre presente en el medio. Las muestras
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se ajustaron a pH 4cido y se concentraron con la metodologia desarrollada para la extraccion de
estos compuestos en muestras acuosas mediante SPE, descrita en este capitulo. Los resultados
obtenidos para los cuatro compuestos fueron idénticos. En la figura Ill.25, se muestra el
comportamiento para el MeP y el PrP.

Figura 111.25. Perfil de degradacion de MeP y PrP para concentraciones de cloro y pHs variables.
Tiempo de reaccién 10 minutos, concentracion inicial de analito 40 ng/mL.
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En ambas figuras, se observa una clara disminucién de la sefial de los compuestos cuando la
concentracion de cloro libre sobrepasa 0.4 mg/L. Este comportamiento fue mas acusado a pHs
comprendidos entre 7.3 y 8.0, puesto que el acido hipocloroso todavia esta presente en el medio,
mientras que el equilibrio fenol-fenolato de los parabenes (pK, 8.2-8.3) comienza a desplazarse hacia
la forma basica.

3.6.3. Cinéticas de halogenacidn en agua ultrapura y agua de grifo

La cinética de degradacién de los parabenes en agua ultrapura fue estudiada considerando
dos concentraciones de cloro libre diferentes: 0.4 y 1.6 mg/L (5.63 y 22.53 uM como hipoclorito,
respectivamente). Para la realizacion de estos experimentos, alicuotas de 250 mL de agua
tamponada a pH 7.3 fueron fortificadas individualmente con cada compuesto a una concentracion
de 9-10 ng/mL (45-70 nM). Tras un tiempo dado, se detuvo la reaccién y se concentraron las
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muestras. Los extractos obtenidos, una vez derivatizados, fueron inyectados en el sistema GC-MS.
Dado que la concentracion de cloro presente en el medio se mantuvo en exceso, la velocidad de
reaccion fue funcién Unicamente de la concentracion de cada paraben. La representacion del
logaritmo neperiano de la concentracion de analito frente al tiempo de reaccién transcurrido,
proporciond las siguientes representaciones, figura I11.26. De nuevo la desaparicion de los analitos
obedece a una cinética de orden 1.

Figura 111.26. Cinéticas de degradacion para EtP y BuP con 0.4 y 1.6 mg/L de cloro libre. Concentracién
inicial de analito 10 ng/mL.
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Los estudios de velocidad de reaccidon también se realizaron utilizando agua de grifo con dos
concentraciones de cloro libre diferentes. Las muestras empleadas en estos estudios contenian
originalmente 0.46 y 0.2 mg/L de cloro libre. La primera se utiliz6 tal como se obtuvo, para comparar
con los tiempos de vida media para agua ultrapura con 0.4 mg/L de cloro, mientras que la segunda
fue fortificada con la disolucion de hipoclorito sédico para obtener una concentracion final de cloro
libre de 1.6 mg/L. Tras el ajuste del pH del medio a 7.3 y la adicion del correspondiente compuesto
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(9-10 ng/mL en agua) se dejaron reaccionar los mismos tiempos seleccionados para los
experimentos con agua ultrapura. Los resultados obtenidos mostraron que para el agua de grifo, la
cinética de reaccion sigue el mismo comportamiento que para agua ultrapura, obteniendo los
tiempos de vida media que se recogen en la tabla IIl.16.

Tabla 111.16. Tiempos de vida media (minutos) de los parabenes para 0.4 y 1.6 mg/L de cloro libre.
Concentracion inicial de analito 10 ng/L.

t 12 (min)

Agua Ultrapura Agua de grifo

Cloro libre
(mg/L)

i
i

Etp } 26.1 5.3 315 4.7
|

PrP | 30.9 4.2 30.3 4.6
|

BupP : 27.6 5.0 29.9 4.4

Tal como se puede comprobar, los tiempos de vida media para agua ultrapura con adicién
de hipoclorito y agua de grifo clorada fueron muy similares. Teniendo en cuenta que los
experimentos se llevaron a cabo en distintos dias, y sin control exacto de la temperatura del agua (15
* 29(C), las diferencias entre los valores encontrados para ambas muestras son minimas.

3.6.4. Identificacion de los productos de transformacion: Parabenes clorados y bromados.

La halogenacién de los parabenes en agua de grifo did lugar a la formacion de cinco tipos de
derivados halogenados. Los espectros de masas para los dos productos mayoritarios, presentes en el
medio, tienen un perfil isotdpico tipico de compuestos monoclorados y diclorados. Los picos base en
sus espectros aparecen a 34 y 68 unidades de m/z por encima de los correspondientes al paraben de
partida, por lo que se deduce que proceden de la sustitucion electréfila aromatica de un dtomo de
hidrégeno por un atomo de cloro en la posiciones orto al hidroxilo, puesto que la posicion para esta
bloqueada con el grupo éster, figura I11.27.
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Figura I11.27. Cromatogramas y espectros de masas para los compuestos monoclorados y diclorados
procedentes de los parabenes estudiados.
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La existencia de patrones comerciales de 3-clorometilparaben (3-CIMeP) y 3-
cloroetilparaben (3-CIEtP) permitid confirmar la identidad de estos dos subproductos en los
experimentos de cloracidn realizados. Para ello, se prepararon disoluciones individuales en metanol
de estos dos compuestos de 2000 mg/L y, por dilucion con acetato de etilo, dos patrones de
concentraciones 0.7 y 2 mg/L. Alicuotas (500 L) estos patrones mas diluidos fueron derivatizados
en las condiciones utilizadas para los parabenes e inyectados en el sistema GC-MS. El cromatograma
obtenido para cada uno de los patrones, muestra un pico cuyo tiempo de retencién y espectro de
masas coinciden con los correspondientes subproductos de cloracién identificados para el MeP y el
EtP, figura I11.28.
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Figura 111.28. Patrones (linea discontinua) de 3-CIMeP (0.7 mg/L) y 3-CIEtP (2 mg/L) solapados con los
subproductos monoclorados del MeP y EtP, detectados en las pruebas de halogenacion (linea

continua).
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Los tiempos de vida media para estos compuestos fueron estudiados en las mismas
condiciones de pH y concentraciones de cloro libre utilizadas para los parabenes. De nuevo, la
desaparicion de ambos compuestos obedecié a una cinética de pseudo-primer orden. Los tiempos
de vida media evaluados en agua ultrapura se muestran en la tabla I11.17.

Tabla 111.17. Cinéticas de cloracion para 3-CIMeP y 3-CIEtP junto con sus tiempos de vida media en

agua ultrapura. Concentracion inicial de analito 10 ng/mL.
2

Cloro libre R t1/2 (min)
0.4 mg/L 0.9927 31.2
3-CIMeP
1.6 mg/L 0.9984 6.6
0.4 mg/L 0.9907 319
3-CIEtP
1.6 mg/L 0.9935 8.1

Como se puede comprobar los tiempos de vida media fueron similares a los de los
compuestos de partida (tabla Ill.16) para las dos concentraciones de cloro libre ensayadas. Ademas,
se confirmo la formacién de los derivados diclorados a partir del 3-CIMeP y 3-CIEtP.

Los experimentos realizados con agua de grifo y parabenes revelaron la formacién de los
derivados clorados descritos anteriormente, asi como tres productos adicionales para cada analito
de partida. En base a sus espectros de masas se identificaron como compuestos bromados. La
formacion de estos nuevos productos podria deberse a la existencia de trazas de bromuro en el agua
de grifo, el cual es oxidado a bromo en presencia de hipoclorito, reaccionando finalmente con el
anillo aromatico de los compuestos fendlicos mediante una sustitucidn electrdéfila aromatica [Inaba
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K; 2006]. En la figura 111.29 se puede observar los cromatogramas, con los respectivos espectros de

masas, para los compuestos bromados asi como sus estructuras.

Figura 111.29. Cromatogramas de los derivados bromados de los parabenes encontrados en
experimentos realizados con agua de grifo, con sus respectivos espectros de masas y estructuras
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Para verificar esta hipotesis, se llevaron a cabo una serie de experimentos con agua de grifo
con un contenido de cloro libre de 0.53 mg/L. Una vez tamponada a pH 7.3, la muestra fue dividida
en dos alicuotas de 250 mL, adicionando a una de ellas 1 ng/mL de bromuro, como bromuro
potdsico. A ambas alicuotas se les afiadié un patréon conteniendo los cuatro parabenes, de modo que
la concentracidn de estos en agua fuese de 10 ng/mL, y se dejé reaccionar durante 20 minutos. Los
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resultados obtenidos mostraron una disminucion significativa de la sefial de los compuestos clorados
a favor de los bromados en la muestra fortificada con bromuro potasico, lo que sugirié una
competencia entre ambos dentro de la reaccién de sustitucion electréfila aromatica. En la figura
11130, se observa la influencia de la adicién de 1 ng/mL de bromuro en la formacién de los derivados
halogenados para el EtP y el BuP.

Figura 111.30. Influencia de la adicién de 1 ng/mL de bromuro en la formacién de los derivados
halogenados del EtP y del BuP. Agua de grifo (0.53 mg/L cloro libre) a pH 7.3, tiempo de reaccién de
20 minutos.

O Agua de grifo B Agua de grifo +1 ng/mL de bromuro O Agua de grifo B Agua de grifo +1 ng/mL de bromuro
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Para confirmar la mayor tendencia del bromo que el cloro para dar lugar a reacciones de
sustitucion con los parabenes, se realizaron estudios con agua ultrapura con una concentracion fija
de cloro libre (0.4 mg/L) y niveles crecientes de bromuro (1, 10 y 65 ng/mL) como sal potasica. El
tiempo de reaccion y la concentracion inicial de cada paraben se mantuvieron en 20 minutos y 10
ng/mL, respectivamente. Los resultados, tabla I11.18, pusieron de manifiesto que la adiciéon de bromo
al anillo fendlico es mucho mas favorable frente a la de cloro, lo que concuerda con las predicciones
de Richardson [Richardson SD; 2003]. Asi, cuando la concentracion inicial de bromuro es 40 veces
inferior a la de cloro libre (10 ng/mL frente a 400 ng/mL, respectivamente) predominan los
productos de tranformacién bromados frente a los clorados.

Como consecuencia de este comportamiento, las especies bromadas se esperan como sub-
productos mayoritarios de reaccion entre los parabenes y agua de grifo clorada en aquellas regiones
donde las captaciones presentan niveles de bromuro elevados, como son zonas costeras o areas con
depdsitos salinos, los cuales pueden contener hasta 1 mg/L de bromuro [von Gunten U; 2003][Inaba
K; 2006]. Cabe indicar que, de forma genérica, los compuestos bromados presentan mayor toxicidad
frente a los clorados [Hansch C; 1972], aunque no hay datos especificos sobre la toxicidad de los
derivados halogenados de los parabenes.
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Tabla 111.18. Relacion entre las dreas de pico para los derivados halogenados de los parabenes en

agua ultrapura con 0.4 mg/L de cloro libre y distintos contenidos de bromuro.
Concentracion inicial de bromuro (ng/mL)

Compuesto Relacion éreas

Vep 3-CIMeP/3-BrMeP 2.19 0.13 <10
3,5-DCIMeP/3,5-DBrMeP 9.67 0.02 2.3x10*
'''''''''' E t_P'm'm'_'_'_'_'_'_'_éfél_E't_F;/_é-_ér_E't_ﬁ_'_'_'_'_'_'_'_'_'E.'5_1'_'_'_'_'_'_'6'.16_'_'_'_'_'_'_<'1_6'_5'_'m
3,5-DCIEtP/3,5-DBrEtP 10.32 0.02 <10°
'''''''''' P' r_P'm'm'_'_'_'_'_'_'_éfél_ﬁr_li/_é-_ér_ér_ﬁ_'_'_'_'_'_'_'_'_'E.Zé_'_'_'_'_'_'6'.1'2_'_'_'_'_'_'_<'1_6'_5'_'m
3,5-DCIPrP/3,5-DPrMeP 12.72 0.02 1.7x10*
'_'_'_'_';}:m_'_'_'_'_'_'_'_'_3[-_c'|_BJ|5/_3]-_ér_éﬁi> __________________ 271 015 <100
3,5-DCIBUP/3,5-DBrBuP 10.53 0.02 <10°

3.6.5. Evolucidn temporal de los derivados clorados de los parabenes

La estabilidad de los compuestos estudiados, tanto los de partida como los derivados
halogenados, fue estudiada para varias concentraciones de cloro libre (0.4, 0.8, 1.6 y 5 mg/L). En la
figura 111.31 se muestra la estabilidad del EtP para esas concentraciones de cloro y tiempos de

reaccion relativamente bajos.

Figura 111.31. Estabilidad temporal del EtP en agua ultrapura con distintas concentraciones de cloro

libre. Concentracidn inicial de EtP 10 ng/mL.
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Como se puede observar en la figura, a concentraciones elevadas de cloro libre en el medio
de reaccidn, el decaimiento de la sefal del compuesto de partida es mas rdpido, tal como ya habia
sido descrito en la seccién 3.6.2. La evolucion temporal de los compuestos halogenados se estudié a
concentraciones elevadas de cloro libre (5 mg/L) y a tiempos comprendidos entre 0 y 180 minutos.
En la figura 111.32, se puede observar esta evolucién para los derivados clorados del etilparaben en
agua a pH 7.3. La especie predominante a tiempos de reaccién largos es el 3,5-DCIEtP, lo que
demuestra su escasa labilidad frente a sucesivas cloraciones o rupturas del anillo aromatico a
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diferencia de lo que ocurria en el caso del triclosan. El resto de parabenes presenté un

comportamiento andlogo.

Figura 111.32. Evolucién temporal de los derivados clorados del EtP en agua ultrapura a pH 7.3, con 5

mg/L de cloro libre y 10 ng/mlL de EtP iniciales.
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En base a la informacion expuesta anteriormente la ruta de halogenacion de los parabenes

resulta extraordinariamente sencilla, figura 111.33.

Figura 111.33. Ruta de la halogenacion de los parabenes en muestras de agua con cloro libre y trazas

de bromuro.
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3.6.6. Formacion de derivados halogenados de los parabenes en agua de grifo en contacto
con productos de cuidado personal

Desde un punto de vista ecotoxicoldgico es relevante conocer si las reacciones de cloracién
y bromacion descritas anteriormente pueden tener lugar cuando productos de cuidado personal,
gue contienen en su formulacién parabenes, se ponen en contacto con agua de grifo clorada. En esta
situacion, el cloro disponible puede ser consumido por otros aditivos incluidos en la formulacién de
los PPCPs, de modo que los parabenes permanecerian inalterados. Para llevar a cabo estos estudios,
se empled un gel de bafio (tabla I11.19), comprado en el supermercado. En todos los experimentos se
utilizaron 250 mL de agua, ya sea agua ultrapura, de grifo o de piscina, a la cual se le adiciond este
gel de bafio de modo que la concentracidn final de los compuestos fue la indicada en la tabla 111.19.

Tabla 111.19. Concentraciones de los parabenes en el gel de bafio comercial y en las muestras de agua.

MeP ‘ EtP PrP BuP
Gel (mg/kg) 2240 446 272 617
Agua (ng/mL) 22.4 4.5 2.7 6.2

En un primer ensayo, se afiadio el gel de bafio a un agua de piscina con 0.58 mg/L de cloro
libre. Bajo estas condiciones, se obtuvieron los tiempos de vida media para los parabenes presentes
en el producto cosmético que se indican en la tabla 11.20, ademas se identificaron los mismos
derivados halogenados encontrados en los experimentos realizados con patrones de estos
compuestos.

Tabla 111.20. Tiempos de vida media (minutos) obtenidos al mezclar un gel de bafio con agua de
piscina conteniendo 0.58 mg/L de cloro libre.

tl/Z (mln)
MeP EtP \ PrP )
180 107 114 106

Para este mismo gel, se estudié la cinética de degradacién en agua de grifo (0.83 mg/L de
cloro libre) termostatizada a 15 y 38 2C. Los tiempos de vida media obtenidas se resumen en la tabla
1.21.
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Tabla 111.21. Comparativa de tiempos de vida media (minutos) a 15°C y 389C para los parabenes
presentes en un gel de bafio en contacto con agua de grifo conteniendo 0.83 mg/L de cloro libre.

Temperatura (2C)

15eC
38eC

MeP
11.6
7.8

ta/2 (min)
EtP
9.8
5.8

PrP BuP
9.3 8.6
5.4 4.9

A 382C, el tiempo de vida media disminuyd practicamente 1.5 veces con respecto a las

pruebas realizadas a 152C. Por otra parte, tal como se pone de manifiesto en la figura 111.34, se

aprecio un incremento de las respuestas medidas para las sustancias bromadas frente a las cloradas

cuando la temperatura del agua aumenta de 152C a 382C. En todo caso, estos compuestos fueron

minoritarios con respecto a los derivados clorados.

Figura 111.34. Comparacion de la evolucion temporal de los derivados bromados del MeP a 15°C y 38

oC. Datos para agua de grifo (0.83 mg/L cloro libre) y un gel de bafio.
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Por ultimo, se evalud la influencia del bromuro en la formacién de derivados halogenados
de los parabenes al mezclar agua de grifo con un colutorio bucal (concentracion de MeP de 1225
mg/L y de PrP de 489 mg/L). Se llevaron a cabo dos ensayos afiadiendo 25 pL de una dilucién 1:10
del colutorio sobre 250 mL de agua de grifo conteniendo 0.77 mg/L de cloro libre. A una de las
muestras se le afiadié también 1 ng/mL de bromuro como KBr. El tiempo de reaccién considerado
con ambos ensayos fue de 10 minutos.

Al igual que sucedié con las muestras de agua ultrapura, la formacién de los compuestos
bromados se hizo mas significativa al afiadir la sal (KBr) al medio acuoso, figura I11.35.

Figura 111.35. Influencia de la adicion de 1 ng/mL de bromuro en la formacion de los derivados
halogenados para el MeP y el PrP a partir de un colutorio bucal. Agua de grifo (0.77 mg/L de cloro
libre) a pH 7.3, tiempo de reaccién de 10 minutos.
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3.6.7. Presencia de parabenes halogenados en muestras reales

Los derivados dihalogenados procedentes de los parabenes presentan una gran estabilidad
en medio acuoso (figura 111.32). Ademas, los estudios realizados sobre la reactividad de productos de
cuidado personal, que contiene en su formulacidn los parabenes, en agua de grifo y de piscina,
pusieron de manifiesto que el comportamiento descrito para analitos puros puede producirse
diariamente en cualquier hogar, implicando una continua introduccién de estos compuestos en el
agua residual. Se analizaron varias muestras de agua residual, sin tratar, en las cuales se determind la
concentracion del paraben de partida asi como la relacién existente entre éste y los compuestos
halogenados detectados en las muestras. Los resultados obtenidos para MeP y PrP se muestran en la
tabla 111.22.
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Tabla 111.22. Concentraciones de MeP y PrP y relaciones de dreas de pico medidas para los

compuestos halogenados detectados en agua residual (500 mL muestra).

3 Concentracion (ug/L) + SD | Relacion drea dle pico (%)

© MeP PrP . 3-CIMeP/MeP  3,5-DCIMeP/MeP : 3-CIPrP/PrP  3,5-DCIPrP/PrP
1 nd 0.98+0.09 | nd nd i nd 18.4

BN 0.06:0.01  10.840.64 | 14.0 520.7 | 49 6.6

B 0.49:0.05  12.96%0.65 | nd 323.0 ; nd 15.9

4 nd 0.94:0.08 | nd nd : nd 32.0

5 1.88+0.12 0.67+0.06 i 458 4.2 i 3.8 3.4

nd: por debajo de los LOQ

Tal como se observa en la tabla anterior, dos de las muestras (cddigos 2 y 3) presentan
respuestas para 3,5-DCIMeP muy superiores a las del MeP, mientras que en las muestras nimero 2 y
5 se detectd también el 3-CIMeP. Para el PrP también se encontraron las formas mono y dicloradas.
Para el BuP y EtP, compuestos utilizados minoritariamente en las formulaciones de PPCPs, no se
detectaron los correspondientes derivados halogenados. En la figura 111.36, se pueden observar los
cromatogramas, con sus respectivos espectros de masas, para los derivados halogenados presentes
en la muestra 2.

Figura 111.36. Cromatogramas correspondientes a una muestra de agua residual (codigo 2, tabla
111.22) para los derivados clorados del MeP y PrP.
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La presencia de estos compuestos halogenados en agua residual puede justificarse
Unicamente debido a la cloracién de parabenes, puesto que no hay ningln producto comercial de
uso cotidiano que los contenga en su formulacién, de modo que su identificacién en agua residual
sirve para poner de manifiesto la evidencia de las reacciones de transformacion descritas. Otra
evidencia de la formacién de estos subproductos halogenados, fue la presencia del 3,5-DCIPrP en un
agua de piscina con un contenido en cloro libre de 0.78 mg/L y un pH de 7.3. El cromatograma

correspondiente se muestra en la figura 111.37.

Figura 111.37. Cromatograma correspondiente a una muestra de agua de piscina procesada mediante
SPE (500 mL de muestra).
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IV. APLICACION DE LAS METODOLOGIAS DESARROLLADAS A LA DETERMINACION DE
TRICLOSAN, COMPUESTOS RELACIONADOS Y PARABENES EN AGUAS RESIDUALES Y SUPERFICIALES

4.1. Triclosan y compuestos relacionados

Las metodologias de extraccidon y microextraccion en fase sdélida, desarrolladas para la
determinacion de triclosan, metiltriclosan y clorofenoles, fueron aplicadas a varias muestras de agua
residual. Los resultados obtenidos se muestran en la tabla IV.1, indicando el tipo de muestra, el
modo de muestreo y la técnica de concentracidn empleada. Todas las muestras se procesaron por
triplicado, utilizando como técnica de determinacién GC-MS. Los especimenes de agua residual
fueron tomados en distintos puntos de la red de alcantarillado, asi como en la entrada (influente) y
salida (efluente) de una planta depuradora de aguas residuales urbanas, equipada con tratamientos
primario y secundario (lodos activos). Las muestras compuestas corresponden a muestreos
realizados durante un periodo de 12 horas, tomando una alicuota de agua cada 60 minutos. Puesto
que en el apartado anterior se ha demostrado que el triclorofenol relacionado con la degradacidn
del triclosan es el isémero 2,4,6- y no el 2,3,4-TCF, como se pensaba inicialmente, las metodologias
de SPME y SPE, validadas para el ultimo compuesto, se aplicaron a la determinaciéon de ambas
especies en muchas de las muestras procesadas. Los niveles medidos para triclosan fueron analogos
a los encontrados por varios autores en Estados Unidos, Europa y Asia (tabla 1.2 del capitulo 1),
aunque inferiores a los publicados por Agliera y colaboradores para muestras tomadas en Espaia
[Aglera A; 2003].

Tabla IV.1. Concentraciones cuantificadas de TCS, 2,4-DCF y 2,4,6-TCF en muestras de agua.
Cdédigo

Concentracion (ng/L)

Tipo de agua y modo de
Técnica extraccion
muestreo

muestra 2,4,6-TCF

1 Efluente compuesta SPME (PA) 183+18 na 729443
1 Efluente compuesta SPE 163+17 na 690135
2 Influente puntual SPME (PA) 144+11 na 242+18
2 Influente puntual SPME (PDMS-DVB) 151+17 na 229440
3 Sin tratar compuesta SPME (PA) 9445 na 190431
4 Sin tratar puntual SPME (PDMS-DVB) 8421250 254+37 2000+440
5 Influente compuesta SPME (PA) nd na 433152
6 Efluente compuesta SPME (PA) nd na 209+22
7 Sin tratar compuesta SPME (PA) 16049 na 382126
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Codigo Tipo de agua y modo de Concentracion (ng/L)
Técnica extraccion
muestra muestreo 2,4-DCF 2,4,6-TCF
8 Sin tratar compuesta SPME (PA) 22224277 375+16 13944+1760
9 Influente compuesta SPME (PA) 5445 na 9661164
10 Efluente compuesta SPME (PA) 348127 na 321440
11 Sin tratar compuesta SPE 9541 na 209+10
12 Sin tratar compuesta SPE 1306%13 na 1271417
13 Influente compuesta SPE 272+1 3243 250416
14 Efluente compuesta SPE nd 7810 43+15
15 Sin tratar compuesta SPE 100+8 na 548+36
16 Sin tratar compuesta SPE 813428 390+12 3450+103
17 Influente compuesta SPE 28945 223114 333+12
18 Efluente compuesta SPE 45431 11944 10242
19 Sin tratar compuesta SPE 164+12 106120 268+13
20 Influente compuesta SPE 5212 4412 243+1
21 Efluente compuesta SPE nd 2544 52410
22 Sin tratar compuesta SPE 219+10 11043 414+11
23 Influente compuesta SPE 9814 2244 10243
24 Efluente compuesta SPE 4316 6816 7848
25 Rio puntual SPE nd nd 80+10
26 Influente puntual SPE nd 4342 806124
27 Efluente puntual SPE nd 3743 72876
28 Sin tratar puntual SPME (PA) 171+13 na 709
29 Sin tratar compuesta SPME (PA) 3543 na 121412
30 Sin tratar compuesta SPME (PA) 1223475 860+116 4148+423
31 Sin tratar compuesta SPME (PA) 6333 990+80 13605+538
32 Sin tratar compuesta SPME (PA) 1282+32 24746 175501176
33 Influente puntual SPME (PA) 5816 na 299+8
34 Efluente puntual SPME (PA) 5412 na 265126
35 Efluente puntual SPME (PA) 2945 na 186+21
36 Efluente puntual SPME (PDMS-DVB) 89+14 na 165+15
na: no analizado nd: por debajo de los LOQ
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En las muestras procesadas no se detecté nunca ni 2,3,4-TCF ni MTCS. Sin embargo, el TCS

estuvo presente en el 100 % de las mismas. Con respecto al 2,4-diclorofenol, se cuantificé en la

practica mayoria de las muestras, con un porcentaje de positivos del orden del 80 %. El 2,4,6-TCF fue

encontrado en el 95 % de la muestras en las que fue analizado. En algunas muestras, se detectd, a

tiempos de retencidn inferiores al del 2,4-diclorofenol, otro pico con un espectro de masas idéntico.

Para verificar la identidad de los picos asignados a 2,4-DCF y 2,4,6-TCF, en las muestras de agua, asi

como identificar el diclorofenol presente en algunas de ellas, se inyectaron patrones individuales de

diferentes dicloro vy triclorofenoles sililados empleando MTBSTFA y BSTFA. Los extractos de las

muestras también se derivatizaron con ambos reactivos, figura IV.1.

Figura IV.1. Cromatogramas superpuestos para patrones y extractos de una muestra real (cédigo 17,
tabla IV.1) derivatizados con MTBSTFA y BSTFA.
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Como se indicé anteriormente, el 2,4,6-TCF presenta el mismo tiempo de retencién que el
2,4,5-TCF y el 2,3,5-TCF como derivados tert-butildimetilsililados (tabla 111.13), aunque las 3 especies
se pueden resolver cuando se utiliza el BSTFA, lo que ha permitido comprobar que el triclorofenol
identificado de forma sistematica en las muestras analizadas es el 2,4,6-TCF. Ademas, ambos
derivatizantes dan lugar a picos perfectamente resueltos para los isomeros 2,3,4- y 2,4,6-TCF de
manera que no existe riesgo de realizar asignaciones erréneas entre ambas especies (fig. IV.1). El
diclorofenol que aparece en algunos de los extractos, a tiempos de retencién inferiores al 2,4-DCF, se
identificé como el 2,5-DCF. En principio, no existe ninguna relacion entre este compuesto y el TCS.

Las mayores concentraciones de 2,4-DCF y 2,4,6-TCF se detectaron en aquellas muestras
gue presentaron niveles elevados de triclosan (4, 8, 12, 16, 30, 31y 32) lo que ratifica la hipdtesis de
que estos compuestos procedan, al menos en parte, de la cloraciéon del TCS, cuando PPCPs
conteniendo este bactericida entran en contacto con el agua clorada. La muestra numero 25 es la
Unica correspondiente a agua de rio en la tabla 1V.1. Ha sido tomada unos 5 Km después del punto
de descarga de las aguas residuales procedentes de la estacion depuradora. Ese mismo dia se han
obtenido también las muestras nimero 26 y 27, correspondientes al influente y el efluente de la
planta. El nivel de TCS en el rio representa del orden de un 10 % de su concentracion en el efluente
de la estacion depuradora.

Usando los datos para los pares de muestras compuestas de agua residual, tomadas a la
entrada y salida de la planta depuradora (5-6, 9-10, 13-14, 17-18, 20-21 y 23-24), se estimaron los
porcentajes de eliminacién del TCS, 2,4-DCF y 2,4,6-TCF, en lo referente a las fracciones presentes en
disolucidn, tabla IV.2. Cabe destacar que estos pares de muestras fueron tomados con una diferencia
de 12 horas, equivalentes al tiempo de residencia del agua en la planta. Los porcentajes de
eliminacién promedio oscilan entre el 45 y el 68 %, sin embargo para TCS y 2,4-DCF se observaron
variaciones muy importantes en la eficacia de la planta depuradora.

Tabla IV.2. Porcentaje de eliminacion de triclosdn, 2,4-DCF y 2,4,6-TCF para las muestras tomadas a
la entrada y a la salida de la depuradora de agua residual.

Codigo muestra 2,4-DCF 2,4,6-TCF TCS
5-6 0% na 52 %

9-10 0% na 67 %
13-14 100 % nc 83 %
17-18 84 % 47% 69 %
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Codigo muestra 2,4,6-TCF

Eliminacion media 68 £ 62 45+ 6 62 +35

na: no analizado
nc: porcentajes negativos no considerados para el calculo

Con objeto de verificar la exactitud de las metodologias de SPE y SPME con muestras
contaminadas de forma real, la muestra nimero 1 fue procesada con ambas técnicas (N=3) y los
resultados obtenidos, para los dos compuestos que se encuentran por encima de los LOQs del
método, comparados estadisticamente utilizando los tests F de Fisher y t de Student, tabla IV.3. La
conclusién a la que se llegd es que no existen diferencias estadisticamente significativas entre las
concentraciones obtenidas con ambas metodologias, tabla IV.4. De forma analoga, la muestra
numero 2 se concentré mediante SPME, empleando fibras de PA y PDMS-DVB. De nuevo, las
concentraciones encontradas para 2,4-DCF y TCS, empleando ambas fibras, fueron equivalentes para
un nivel de confianza del 95 %.

Tabla IV.3. Expresiones para el test F y el test t de Student.

Test Férmula

2
S1
F F:_Z S$1>Sy
2
X, (O S
t de Student t= X3 =% 2o n—te 0,7k,
(varianzas comparables n,+my n,+n,-2
o S
estadisticamente, test F) n.n
1Mz

Tabla IV.4. Valores de F y t de Student tabulados y calculados para ambos métodos de extraccion,

muestra 1.
F experimental F tabulada t experimental t tabulada Conclusion
2,4-DCF 1.10 39 1.36 2.78 Resultados comparables
. _|95%confianza)
TCS 1.50 39 1.21 2.78 Resultados comparables

(95% confianza)
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Tabla IV.5. Valores de F y t de Student tabulados y calculados para ambas fibras de SPME, muestra 2.

F experimental F tabulada t experimental t tabulada Conclusion
2,4-DCF 2.38 39 0.59 2.78 Resultados comparables
e (95%confianza)
TCS 4.90 39 0.51 2.78 Resultados comparables

(95% confianza)

4.2. Parabenes

La presencia de parabenes se investigd en muestras de agua de rio y agua residual. En el
primer caso se realizaron muestreos puntuales en la zona de Pontevedra, Lugo y Santiago de
Compostela (Ver Anexo, pagina 187-188, para la localizacion de las muestras). Todas las muestras
fueron procesadas por triplicado, utilizando la técnica de extraccién en fase sélida. En algunos casos
se incrementd el volumen de muestra concentrado hasta 2 L, en lugar de 1 L, y el extracto final se
concentré a un volumen de 0.5 mL con objeto de reducir los limites de cuantificacidon presentados en
la tabla Ill.11 en un factor de 8 veces. Ademas se realizaron blancos de muestreo y de extraccion,
para detectar posibles problemas de contaminacién ambiental o del material.

Los valores encontrados para 10 muestras de agua se presentan en la tabla IV.6. MeP y PrP
estuvieron presentes en todas las muestras, mientras que el BzP no se detecté en ninguna de ellas.
Las muestras codificadas como 1, 2, 3 y 4 fueron tomadas en los alrededores de Santiago de
Compostela. Las dos primeras corresponden al rio Sar, tomadas previa (muestra 1) y posteriormente
(muestra 2) al punto de vertido del efluente de la planta depuradora de agua residual. La muestra 3
corresponde a un afluente del Sar. Como podemos comprobar, las muestras 1y 3 presentan niveles
bajos de los parabenes, mientras que en la muestra 2, se observé un nivel superior de PrP (100 ng/L).
Las muestras codificadas como 6 y 7 son de un rio de Pontevedra (Lérez) y dos de sus afluentes
(codigos 5y 8). Todas ellas presentaron niveles similares de MeP y PrP.

Las muestras nimero 9 y 10 corresponden a rios cuyo cauce transcurre por dos ciudades,
una de las cuales (Vigo, cddigo 9) presenta una gran industrializacion asi como un elevado nimero
de habitantes (400 000 habitantes), mientras que la otra procede de una pequefia ciudad interior de
la zona de Lugo (codigo 10).
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Tabla IV.6. Concentracién de parabenes en muestras de agua de rio (ng/L). N=3 réplicas.

Codigo L Concentracion (ng/L)
Localizacion Muestreo
muestra EtP PrP BuP
Lat: 42952°10.54”’N
1 18/01/06 2743 5.4+0.1 2942 19+1 nd
Lon:8234’43.12”0
Lat: 42951°36.06”’N
2 18/01/06 26%3 7.1+0.4 10212 nd nd
Lon:8237°15.11”0
Lat:42053’7.12”N
3 18/01/06 5.4+0.8 3.3+0.1 14+2 201 nd
Lon:8234°20.31”0
Lat:42°50’5.90”N
4 27/02/06 17+1 nd 14+2 nd nd
Lon:8235’8.11”0
Lat:42°26’57.14”N
5 27/02/06 7.3+0.3 nd 8.3+0.7 nd nd
Lon:8238°40.32”70
Lat:42°26’3.16”N
6 28/02/06 13+1 nd 15+1 nd nd
Lon:8238’9.04”0
Lat:42°27'6.89”N
7 28/02/06 15+2 nd 2143 nd nd
Lon:8237°18.33”0
Lat:42225’8.71N
8 27/02/06 18+1 nd 20+1 1.4+0.1 nd

Lon:8238°11.84”0

Lat:42213’1.25”N
9 28/02/06 13+1 nd 3443 nd nd
Lon:8242°32.64”0

Lat:42236°22.95”N
10 01/02/06 12+1 nd 18+3 nd nd
Lon:7°46°36.14”0

nd: por debajo de los LOQ

Las muestras de agua residual, salvo indicacién contraria, han sido integradas durante un
periodo de 12 horas y se procesaron utilizando tanto SPE como SPME. En el primer caso, la
cuantificacion se realizd mediante calibracion externa y en el segundo haciendo adiciones al agua. La
figura IV.3 muestra los cromatogramas para un blanco de SPME, una muestra de agua residual y la
misma matriz fortificada con los analitos de interés. Los datos de concentracion para las muestras
medidas se recogen en la tabla IV.7. Las muestras codificadas como 1, 2, 3, 4, 9, 12 y 16,
corresponden a distintos puntos de la red de alcantarillado en la ciudad de Santiago. Al igual que
ocurria en el agua de rio, MeP y PrP fueron las especies presentes a mayor concentracidon, mientras
que no se ha detectado el BzP en ninguna de ellas.
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Figura IV.2. Cromatogramas de GC-MS/MS para un blanco del proceso (rojo), una muestra de
influente (verde, cédigo 7, tabla IV.7) y la misma muestra fortificada a 0.5 ng/mL (naranja).

kCts MeP kCts
12.5 EtP
10.0
10.0 m/z 151+177+195
m/z 177
7.5
7.5
5.0 5.0
25
2.5
0.5
S —————— —
0.0 0.0 .
14.75 15.25 15.75 16.25 16.00 16.50 17.00
minutos minutos
Prp kCts BzP
kCts
3.5
0 BuP
3.0
m/z 151+195 m/z 163+241
2.5
30
2.0
20 15
1.0
10
0.5
0 0.0
17.0 17.5 18.0 18.5 19.0 21.5 22.0 22.5 minutos
minutos

Tabla IV.7. Cuantificacion de parabenes en muestras de agua residual mediante las metodologias de
SPE y SPME. Concentracion en ng/L (N=3).

Tipo de agua y modo de Técnica de Concentracion (ng/L)
muestreo concentracién EtP Prp
1 Sin tratar SPME 2400190 nd 980+100 nd
2 Sin tratar SPME 65+8 566 810+70 nd
3 Sin tratar SPME 73%3 nd 180+£30 nd
4 Sin tratar SPME 1480+170 10+1 1220+110 19+1
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Concentracion (ng/L)

Tipo de agua y modo de Técnica de
muestreo concentracién EtP Prp

5 Influente SPME 2920+200 21010 810+140 86+15
6 Efluente SPME nd nd nd nd
7 Influente SPME 430140 52+4 230420 201
8 Efluente SPME nd nd nd nd
9 Sin tratar SPE 65+1 561 807+23 nd
10 Influente SPE 53+2 9+1 161 nd
11 Efluente SPE 18+1 111 71 nd
12 Sin tratar SPE 1726186 159+3 1294460 2043
13 Influente SPE 2000+105 24241 715412 74+2
14 Efluente SPE 8+l nd 1441 2+1
15 lnf/uentel SPE 16617 1164 431422 40+1
16 Sin tratar® SPE 24014110 nd 978+35 nd

nd por debajo de los LOQ " Muestras puntuales

La figura IV.3 representa las concentraciones para las parejas de muestras 5-6, 7-8, 10-11y
13-14, correspondientes a muestreos realizados en diferentes fechas en la entrada y salida de la
estacion depuradora, con una diferencia de 12 horas para tener en cuenta el tiempo de residencia

del agua en la planta.

Figura IV.3. Niveles de parabenes en la entrada y salida de la estacion depuradora de agua residual.

O Influente B Efluente O Influente B Efluente

3500 1
3000
2500
2000
1500 1
1000 7
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En conjunto, los parabenes son eliminados de manera practicamente cuantitativa durante el
tratamiento del agua residual, y sus niveles en efluente son del mismo orden, o incluso inferiores a
los encontrados en las muestras de agua de rio procesadas.
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Anexo

Anexo: Puntos de muestreo para la determinacién de parabenes en rios gallegos (tabla IV.6)
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CAPITULO IV






MAE aplicada a la extraccién de TCS y clorofenoles en lodo y sedimento

I. DETERMINACION DE TRICLOSAN Y CLOROFENOLES EN MUESTRAS DE SEDIMENTO Y
LODO MEDIANTE EXTRACCION ASISTIDA POR MICROONDAS

1.1. Introduccién

En el capitulo Il de esta Tesis Doctoral se ha puesto de manifiesto la presencia de triclosan y
dos clorofenoles relacionados en aguas residuales. Dado que el triclosan tiene un caracter
medianamente lipofilico (Log K., 4.8), una parte del mismo puede permanecer asociado a los
residuos sdlidos (lodos) generados en las estaciones depuradoras de aguas residuales. En estas
plantas se generan distintos tipos de lodos segun el tipo de tratamiento aplicado. En el denominado
tratamiento primario, se elimina la materia en suspensidn presente en el agua mediante una serie de
operaciones de tipo fisico. Incluye la eliminaciéon de gruesos, el desarenado, el desengrasado y la
decantacién, dando lugar al lodo denominado primario. En el tratamiento secundario se lleva a cabo
el “ataque” a la fraccidn disuelta en agua, recurriendo a bacterias que se alimentan de la materia
orgdnica en disolucion. Tras un nuevo proceso de decantacién, se separa el lodo bioldgico o
secundario. En algunas plantas depuradoras, se realiza ademdas un tratamiento fisico-quimico
(tratamiento terciario) para mejorar algunas de las caracteristicas del efluente final.

Los lodos generados en la planta depuradora procedentes del tratamiento primario y
secundario, normalmente son reutilizados como fertilizantes, después de su tratamiento con
agentes quimicos (por ejemplo, cal viva o carbonato célcico) para eliminar bacterias y otros
microorganismos. Este uso, hace posible que los contaminantes quimicos retenidos en la matriz
solida, pasen directamente al suelo [Xu J; 2008]. Por tanto, es importante conocer que compuestos
permanecen en el lodo asi como su concentracion.

La determinacion de compuestos organicos en matrices soélidas, y principalmente en lodos,
presenta un grado de dificultad considerable. La complejidad de la matriz y la fuerte interaccion
existente entre los sitios activos del lodo y las moléculas de los analitos, hacen que las
recuperaciones obtenidas sean generalmente bajas y sometidas a una gran variabilidad. Por lo tanto,
es necesario la utilizacion de técnicas de extraccion exhaustivas como Soxhlet [Bester K; 2003],
extraccién con disolventes presurizados [Singer H; 2002][Chu S; 2007][Agliera A; 2003], extraccién
con fluidos supercriticos [Mc Avoy DC; 2002] o extraccidn asistida por microondas [Morales S;
2005]. Por otro lado, debido a la gran capacidad de extraccién de estas técnicas, no sodlo
recuperamos los compuestos de interés, si no que, una parte importante del contenido organico de
estas muestras pasa a disolucién por lo que se obtienen extractos muy complejos que no pueden ser
analizados directamente y precisan de una etapa de purificacion. En la tabla I.1 se resumen varios
métodos desarrollados para la determinacién de triclosan en muestras de lodo y sedimentos. Cabe
destacar que en ninguna de las referencias se hace mencion a la extraccién simultanea de triclosan y
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los clorofenoles derivados de la halogenacion de este bactericida: 2,4-diclorofenol y 2,4,6-

triclorofenol.

Tabla 1.1. Resumen de métodos para la determinacion de Triclosan en muestras de lodos y

sedimentos.
Analitos y o » LOD
] Procedimiento Deteccion Rec. (%)
matriz (ng/g)
TCS y otros
PPCPs en Soxhlet asistido por microondas: 1 g de
) liofilizado y 100 mL de DCM durante 75 min. GC-MS 0.5 10 96 (1)
sedimentos .
Evaporar a sequedad y reconstituir con AcOEt.
marinos
bifenilol PLE: 10 g de liofilizado+2 g hidromatrix en celdas
TCSy bifenilo de 22 mL. DCM, 1002C, 1500 psi, 1 ciclo de 5
en i ificacid GC-MS
4 m|n.’II-Zvaporar a5 mLy purificacion con 1 g de 35 7 100 2)
sedimentos silica, eluyendo con acetona y metanol. LC-MS/MS
marinos Concentrar a sequedad y reconstituir con fase
___________________________________ OV
TCS en lodos Soxhlet: 10 g de liofilizado con AcOEt 6 h.
de Limpieza con silica y purificacion mediante GC-MS 4 27 94 (3)
depuradora cromatografia de permeacion en gel.
TICSyMmTCS T i
Gy s PLE: 1 g liofilizado DCM, 1002C, 1500 psi, 3 ciclos
en de 5 min. Purificacién con 2 g de silica y elucién
sedimentos y con 2 mL de DCM, evaporando a sequedad. GC-MS/MS 15 3 95 (4)
lodos de Derivatizar con diazometano. Eliminacion de
depuradora disolvente, reconstitucién con AcOEt.
PLE: 0.1-0.2 g de liofilizado, dispersado con 3 g
de hidromatrix, DCM, 602C, 1500 psi, 3 ciclos de
TCSyTCCen i ifi i
y 5 min. Purificar con Oasis HLB 500 mg, lavando LC-MS/MS 15 6 98 )
lodos con hexano, DCM y agua, eluir con
MeOH:Acetona (1:1). Concentrar a sequedad y
e lo_._._._._.TeconstituirconMeOM. _ }
TCS, Sonicacion: 20 mg de lodo seco a 502C con 5 mL
nonilfenol y de MeOH y 3 mL agua durante 30 min. Dilucién
derivados, con 100 mL agua ultrapura y SPE con C18. GC-MS 150 15 85 (6)(7)

Elucion con 8 mL DCM:Hexano (4:1). Concentrar

bisfenol A en a sequedad y derivatizar con BSTFA y piridina a

o edos o 8CR0miIn _
TCS MT Extraccion con fluidos supercriticos: 0.5 g de
G MTCS, iofilizado + 0.5 g de silica, 402C,, 5500 psi, 200
Tetras sci 5rmi At i
Y uL de agdo fo'rn?lcc? en estapco 15minyCO,a 1l GC-MS B 271 79-84 8)
Pentaclosano mL/min en dindmico 45 min. Trampa de C18 y
en lodos extraccion de la misma con hexano a 10-202C,

concentracion a 0.5 mL y derivatizar con BSTFA.
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Analitos y matriz

TCS, AINEs, PPCPs

. - GC-MS - 10 90 (9)
en suelos derivatizando uno de ellos con BSTFA, y purificar
_____________________ ambos con silica, eluyendo con distintos disolventes. .
TCSy PPCPs en PLE: 0.5 g liofilizado + material inerte en celdas de 33 70-
lodos de mL. Extraccién con AcOEt a 1302C, 2 ciclos de 45 min. GC-MS 31 - 130 (10)
depuradora Evaporar a 1 mL, y diluir 1:9 con tolueno.
_____________________ Extraccion liquido-sélido: 0.5 g liofilizado con 30 mL T
TCSy PPCPs en de NaOH 1M, agitando a 700 rpm 30 min. .
lodos de Een‘trlfugar a 3000 rpm .10 min. Ajuste de pH a2. GC-MS 31 _ (10)
g p Afiadir 20 mL tolueno, agitar a 700 rpm/30 min. LLE 130
epuradora para obtencion de la fase organica, y derivatizaciéon
___________________________________ conagentesililante. ..
TCS y farmacos en PLE: 2.7 g suelo 6 1 g lodo liofilizado + arena en
lodos y suelos i6 . . 3.0-
‘ Y. celdas de 33 mL..Extracu.on con hl/lfeOH.agua (?.1) a LC-MS/MS 20 100 (11)
enriquecidos con 602C/1500 psi con 2 ciclos estaticos de 5 min. 4.6

lodos

Procedimiento

MAE: 3 g suelo seco a 1152C, 15 min a 800 W con 2:1

de DCM:MeOH. Dividir en 2 el extracto,

Concentracion seguida de SPE Oasis HLB 200 mg.

(1) Morales-Mufioz S, 2005; (2) Agliera A, 2003; (3) Bester K, 2003; (4) Singer H, 2002; (5) Chu S, 2007; (6) Gatidou G, 2007; (7)
Stasinakis AS, 2008; (8) Mc Avoy DC, 2002; (9) Rice SL, 2007; (10) Ligon AP, 2008; (11) Barron L, 2008.

1.2. Experimentos previos

Para la extraccion de triclosan, 2,4-diclorofenol y 2,4,6-triclorofenol de lodos de depuradora
y sedimentos, se selecciond la extraccion asistida por microondas (MAE) puesto que presenta un
gran poder extractante, derivado de la aplicacion de la energia de microondas sobre una muestra
impregnada con un disolvente que presenta un momento dipolar distinto de cero. Los extractos
obtenidos, generalmente fueron complejos, de modo que, al igual que ocurre con los métodos
descritos en la tabla 1.1, es necesario establecer una estrategia de purificacion para eliminar
potenciales interferencias.

1.2.1. Viabilidad de la extraccion de TCS, 2,4-DCF y 2,4,6-TCF de muestras de lodos
mediante MAE

Previamente a la optimizacion de las condiciones de extraccidn, se llevaron a cabo una serie

de pruebas iniciales para poner de manifiesto la presencia de los compuestos de interés en la matriz
estudiada, asi como el grado de complejidad de los extractos obtenidos.
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Las muestras de lodo sin adicion, previamente liofilizadas, fueron extraidas con tres
disolventes distintos: acetato de etilo, acetona y metanol, en base a la bibliografia existente para la
determinacién de triclosan y otros farmacos en esta matriz [Bester K; 2003][Ternes TA; 2005]. La
extracciéon (0.5 g de muestra liofilizada) se realizé con 30 mL de disolvente a 1102C durante 20
minutos, con una potencia del magnetron de 500 W. Una vez enfriados, los extractos fueron
centrifugados y el sobrenadante fue recogido en un vial, realizando un cambio de disolvente a
acetato de etilo. En todos los casos, los extractos presentaron un color muy intenso, con lo cual
previamente a la inyeccion de los mismos en el sistema cromatografico (GC-MS), se procedid a su
purificacion con 500 mg de silica, eluyendo los analitos con acetato de etilo en las condiciones
descritas en el capitulo anterior para muestras de agua. En la figura I.1 se muestra un cromatograma
de GC-MS correspondiente a la extraccion con acetona. Independientemente del disolvente de
extraccién, el perfil de corriente idnica total (TIC) presentd una gran complejidad debido al elevado
namero de impurezas co-extraidas, lo que repercute en que el tiempo de vida util de la columna
disminuya.

Figura 1.1. Cromatograma de corriente idnica total para un extracto de lodo. MAE a 110°C con
acetona.

1.00 A

0.75

050

0.25 }L”w LU M

© 125 15.0 17.5 20.0 22.5 25.0 27.5
minutos

Ademas de la gran complejidad de los cromatogramas de GC-MS, en el espectro de masas
del triclosan se aprecia una sefial a 327 unidades de m/z perteneciente a una interferencia que co-
eluye con el analito y que dificulta su identificacidn, sobre todo para muestras con niveles bajos del
compuesto. En la figura 1.2 se observa la intensidad de la interferencia frente a la sefial de TCS, asi
como el espectro de masas para el pico del triclosan en la muestra sin adicion.
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Figura 1.2. Cromatograma correspondiente a una muestra de lodo primario reconstruido a m/z 327
(impureza, linea continua) y 345+347 (TCS, linea discontinua).
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En base a estos datos preliminares, se decidié desarrollar una estrategia de purificacion
exhaustiva de los extractos obtenidos por microondas, ademas de optimizar la deteccién en modo
MS/MS para aumentar la sensibilidad y la selectividad en la determinacién de los compuestos de
interés. Por otro lado, estos experimentos pusieron de manifiesto la existencia de concentraciones
significativas de TCS en el lodo.

1.2.2. Identificaciéon cromatografica (GC-MS/MS)

La identificacion de los picos cromatograficos correspondientes a TCS, 2,4-DCF y 2,4,6-TCF
se llevd a cabo considerando sus tiempos de retencidn, asi como los espectros de MS y MS/MS. Las
condiciones de deteccion en modo MS fueron descritas en la seccion Il del capitulo anterior. La
optimizacién de las condiciones de MS/MS para el 2,4-diclorofenol, 2,4,6-triclorofenol y triclosan se
realizé con ayuda de la herramienta de desarrollo automatizado de métodos (AMD). Los iones
precursores seleccionados fueron los fragmentos correspondientes a la pérdida del grupo tert-butilo
de m/z [M-57]" para el 2,4-DCF y [M+2-57]" para el 2,4,6-TCF y el TCS. La eleccién del i6n precursor
[M+2-57]" para compuestos triclorados, da lugar a dos iones producto para cada transicién que
implica una pérdida de cloro. La ventana de aislamiento se fijé en 3 unidades de m/z, y se utiliz6 la
fragmentacion en modo resonante. En el caso de los clorofenoles, los espectros obtenidos
mostraron la pérdida de 36 y 72 unidades de masa, correspondientes a la eliminacién de uno o dos
moléculas de HCl en la estructura de los analitos. Para el triclosan, la fragmentacidon resultd ser un
poco mas compleja, puesto que ademas de perder un dtomo de Cl (transicién 347 a 310), su enlace
éter se rompe, dando lugar a un fragmento de 200 unidades de m/z.

En la figura 1.3 se presentan los espectros de MS/MS obtenidos para 2,4-DCF, 2,4,6-TCF y
TCS como compuestos tert-butildimetilsililados.
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Figura 1.3. Espectros de MS/MS para 2,4-DCF, 2,4,6-TCF y TCS.
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Las condiciones instrumentales de medida en GC-MS/MS para TCS y dos clorofenoles se

resumen en la tabla I.2.

Tabla I.2. Condiciones instrumentales de medida en GC-MS/MS.

I16n Nivel de . .
Tr . Amplitud de lones producto Intensidades
1 | precursor  almacenamiento N B .
excitacion (V) (m/z) relativas (%)
(m/z) (m/z)
2,4-DCF 15.67 219 96 0.53 -

147 10
217 100
2,4,6-TCF 17.26 255 110 1.10 235 34
183 15
200 100
TCS 23.04 347 140 1.50 310 50
219 10

‘Columna HP5-MS.
’Los iones subrayados se utilizan para cuantificacién.

La siguiente figura, correspondiente a un extracto de un lodo bioldgico sin adicién, pone de
manifiesto la disminucidn de la complejidad del perfil cromatografico cuando se utiliza MS/MS como

técnica de deteccion frente a MS, figura 1.4.
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Figura 1.4. Cromatogramas (TIC) de MS y MS/MS correspondientes a un extracto de una muestra de
lodo bioldgico.
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1.3. Estrategia de purificacion de los extractos

Tal como hemos descrito en las pruebas preliminares, los extractos de microondas
correspondientes a muestras de lodo fueron muy complejos, conteniendo gran cantidad de
interferencias. Aunque el uso de la deteccion en modo MS/MS “oculta” su presencia en los
cromatogramas, es evidente que a medio plazo provocardn la contaminaciéon irreversible de la
columna capilar. Para reducir estos problemas, se desarrolld una estrategia de purificaciéon de los
extractos mas elaborada, evitando siempre recurrir a la cromatografia de permeacion en gel [Bester
K; 2003].

Dado que los compuestos objeto de estudio, tienen caracteristicas acidas (pK,
comprendidos entre 6.6 y 8.1) pueden ser separados de especies de naturaleza basica y neutra
utilizando extraccién liquido-liquido. A pHs basicos, cabe esperar que en un proceso de extraccion
liguido-liquido tengan mayor afinidad por el medio acuoso que por la fase organica. Para evaluar la
viabilidad de esta estrategia de purificacidn, se investigo la distribucién de estos compuestos entre
una fase organica y otra acuosa a pH basico. Para estas pruebas, se prepararon alicuotas de 100 mL
de agua ultrapura con adicién de los analitos a nivel de 50 ng/mL, ajustando el pH con hidréxido
sodico a valores de 11.5 y 13 unidades. Estas muestras fueron extraidas con dos alicuotas de 15 mL
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de hexano o acetato de etilo. La fase organica se concentré a 2 mL, y una alicuota de 500 pL fue
derivatizada con MTBSTFA. La fase acuosa, se acidificé a pH 2.5 y se extrajo mediante SPE con la
metodologia descrita en el capitulo Il, seccion 2.1.1. Tras la elucidn de los cartuchos, y derivatizacion
de los extractos en acetato de etilo, se inyectaron los extractos obtenidos (1 pL) para ambas fases
en GC-MS. Las sefiales para cada analito en la fase acuosa y la fase organica se compararon con los
obtenidos para una referencia (muestra de agua no sometida al proceso de LLE) concentrada por
SPE. La tabla I.3 muestra los resultados obtenidos para triclosan, el mas lipofilico de los tres analitos
considerados y, por tanto, el que “a priori” va a presentar mayores dificultades para permanecer de
forma cuantitativa en la fase acuosa a pH basico durante el proceso de LLE.

Tabla 1.3. Porcentajes (%) de triclosdn en las fases orgdnica (FO) y acuosa (FA) considerando dos pH
diferentes (11.5 y 13) y dos disolventes distintos (acetato de etilo y hexano). Valores normalizados
respecto a una muestra de agua no sometida a LLE.

pH 11.5 pH 13

Disolvente FO FA FO FA
Acetato de etilo i 925 05 | - -
| |
Hexano i 41.5 59.1 i 1.4 92.6

De acuerdo con los resultados mostrados en la tabla 1.3, usando hexano como fase orgdanica
y agua ajustada a pH 13, el triclosan permanece practicamente en el medio acuoso aun después de
las etapas de LLE con este disolvente.

La distribucién de los compuestos entre la FA y la FO de hexano a pH 13, fue re-evaluada en
presencia de 30 mL de metanol o acetona, o mezcla de ambos disolventes al 50 %. Los resultados
obtenidos, tabla I.4, muestran que no hubo diferencias en la distribucién de los analitos entre la fase
acuosa y la organica. Ademas, la referencia, realizada sin adicion de disolventes y sin llevar a cabo la
LLE, puso de manifiesto que la presencia de ese volumen de disolvente no afecté a la recuperacion
de la etapa de SPE.

Tabla 1.4. Porcentajes (%) de los analitos en la FO y FA conteniendo metanol o acetona, con respecto
a la referencia.

Disolvente 2,4-DCF 2,4,6-TCF TCS
presente en la FA FO FA FO FA FO FA
Acetona | 0.04 9.1 | 0.02 960 | 048  94.0
Metanol | 0 975 | 0 975 | 092 971
Act:MeOH (1:1) | 0 925 | o0 999 | 049 1124
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En base a estos resultados, se llevo a cabo la extracciéon de una muestra de lodo con 20 mL
de metanol a 1109C durante 20 minutos. Tras centrifugar el extracto y diluirlo con 100 mL de NaOH
0.2 M a pH 13, se extrajo dos veces con 15 mL de n-hexano, afiadiendo cloruro sddico (0.5 g) para
facilitar la separacion de ambas fases. La fase organica presenté una gran complejidad,
probablemente debido a la presencia de grasas y otras especies de caracter apolar y basico. La fase
acuosa, en cambio, presentd una apariencia menos compleja (practicamente incolora) después de
esta etapa de LLE. Esta fase acuosa fue ajustada a pH 2.5, concentrada mediante SPE y purificada con
500 mg de silica neutra (protocolo descrito en el capitulo Il, seccién 2.1.1). En este ultimo paso, la
silica retiene aquellas interferencias, de naturaleza mas polar que los analitos, que no hayan podido
ser eliminadas en las anteriores etapas de LLE 6 SPE. El extracto final presentd una menor coloracion,
y por lo tanto complejidad, frente a aquel en el que se omitid la etapa de LLE y purificacion con silica
neutra, figura I.5.

Figura I.5. Cromatogramas de GC-MS (TIC) de un lodo de depuradora con (linea continua) y sin etapa
de limpieza mediante LLE (linea discontinua).

En la figura 1.6 se resume el protocolo de purificacion para los extractos de MAE
procedentes de lodos de depuradora.
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Figura 1.6. Esquema de purificacion para extractos de lodos.

Extracto MAE

=

Centrifugar 5000 rpm/5 min

=

Mezclar con 100 mL NaOH 0.2 M (pH 13)

NZ X 15 mL hexano
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SPE: Oasis HLB 60 mg
(2 mL AcOEt)

a

Purificacion: Sep Pak 500 mg

(5 mL AcOEt)

&

Concentrar a 2 mL y derivatizar 0.5 mL

con 50 pL MTBSTFA a T2 Amb. 5 min

1.4. Optimizacidn de las condiciones de extraccion asistida por microondas

La optimizacion de los factores que afectan al proceso de extraccién asistida por
microondas se realizd mediante disefio de experimentos. La temperatura, el tipo y volumen de
disolvente, la agitacion y la adicion de modificadores son factores que pueden influir
significativamente en el rendimiento del proceso de extraccidn.

1.4.1. Temperatura, disolvente, volumen de disolvente y agitacion

Los efectos del tipo de disolvente y su volumen, la temperatura y la agitacidon fueron

. . . ~ . . . . 4-1 . ..
estudiados mediante un disefio factorial fraccional de screening del tipo 2*. Para la realizacion de
los 8 experimentos implicados en este disefio, se prepard una muestra mezclando lodo primario y
bioldgico (previamente liofilizados) en proporcidon 8:2 (p/p). Estudios previos mostraron que la
cantidad nativa de triclosan en la muestra era considerable, en cambio, los clorofenoles presentaron
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niveles mucho mas bajos, por lo que la matriz fue fortificada con 2,4-DCF y 2,4,6-TCF. Para ello, se
prepard una suspension mezclando el sélido con un patrén de 2 pg/mL de ambos clorofenoles en
acetona. Tras la evaporacion del disolvente, la muestra se almacend durante 5 dias a temperatura
ambiente, para favorecer la interaccion entre los analitos y la matriz.

Para la realizacion de cada experimento del disefio, se pesaron 0.5 g de lodo y se extrajeron
en las condiciones indicadas (tabla I.5), durante 20 minutos, aplicando una potencia de 500 W. Una
vez obtenidos los extractos, se centrifugaron, y el sobrenadante se diluyé a 30 mL con el disolvente
correspondiente, para posteriormente proceder a la etapa de limpieza, concentracién vy
derivatizacion, figura 1.6. Los extractos, una vez derivatizados fueron analizados mediante GC-
MS/MS. Las condiciones de extraccion, asi como los resultados obtenidos (drea de pico) para cada
compuesto, se muestran en la tabla I.5.

Tabla 1.5. Condiciones de extraccion y respuestas (dreas de pico) obtenidas en el disefio factorial

fraccional tipo 2*.

Exp. N2 Agitacion T2 (2C) Disolvente Vol. (mL) 2,4-DCF 2,4,6-TCF
T Si 130 Acetona 15 37421 66061 66334
2 i No 130 Metanol 15 | 69878 101959 59088
3 : No 130 Acetona 30 : 36347 58759 101671
4 Si 130 Metanol 30 | eean2 87226 41164
5 i Si 90 Metanol 15 i 61843 87689 64864
6 | No 90 Metanol 30 | 6338 85721 68419
7 1 No 90 Acetona 15 | 39997 75163 64774
8 : Si 90 Acetona 30 : 41794 55060 101807

Una vez introducidos estos resultados en el programa estadistico (Statgraphics 5.1), se
calcularon los valores de los efectos principales asociados a cada factor estudiado (tabla 1.6).

Tabla I.6. Efectos principales asociados a cada factor para el disefio factorial fraccional descrito en la
tabla I.5.

Factor Nivel bajo Nivel alto 2,4-DCF 2,4,6-TCF

Disolvente Acetona Metanol 528 -164 -1164
Volumen (mL) 15 30 -16 -40 285
Temperatura (2C) 90 130 50 60 192
Agitacion No Si 43 -27 -36
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A continuacién, se opté por eliminar aquel factor que presentaba un efecto menor que el
resto, obteniéndose asi suficientes grados de libertad para calcular la significacién estadistica de los
efectos restantes (tabla 1.7).

Tabla 1.7. Efectos principales normalizados asociados a cada factor tras eliminar aquellos factores
menos significativos.

Factor Nivel bajo Nivel alto 2,4-DCF 2,4,6-TCF

Disolvente Acetona Metanol 32.4° -6.0 -32.3°
Volumen (mL) 15 30 - -1.5 7.9
Temperatura (2C) 90 130 3.1 2.2 5.3
Agitacion No Si 2.6 -- --

®Factor estadisticamente significativo a un nivel de confianza de 95 %

El tipo de disolvente es el factor que ejerce una mayor influencia en la eficacia de
extraccion. Para el TCS y el 2,4,6-TCF, la acetona permitié obtener respuestas significativamente
mejores (principalmente en el caso del TCS) que el metanol, mientras que para el mas polar de los
tres analitos, el 2,4-DCF, la utilizaciéon de metanol fue mas favorable. Con respecto al volumen, el
triclosan requiere volimenes elevados de disolvente a diferencia de los clorofenoles, aunque su
comportamiento no queda claro. La temperatura de extraccion jugd un papel importante aunque no
significativo en la recuperacion de los compuestos, ejerciendo una influencia positiva en el
rendimiento de la extraccion. Por ultimo, la agitacién no presentd un papel importante para ninguno
de ellos. En base a estos resultados, se fijo la temperatura en 1302C, mientras que se optd por
prescindir de la agitacidn de la muestra dentro de los vasos del extractor de microondas.

1.4.2. Optimizacion del volumen de extractante, proporciéon metanol:acetona y
modificador organico

Con el primer disefio de experimentos no se obtuvieron conclusiones claras sobre la
influencia de ciertos factores en la eficacia de extraccién. En un segundo disefio, se estudiaron con
mas detalle, el efecto del volumen de extractante y la composicién del mismo (mezclas
metanol:acetona), junto con un tercer factor, el acido féormico, utilizado como modificador del
disolvente de extraccion. La adicién del acido férmico hace que el pH del medio sea acido,
favoreciendo la extraccion de los compuestos con grupos acidos, como los clorofenoles y el triclosan,
sobre todo en aquellos lodos que han sido estabilizados con carbonato calcico.

Los factores volumen de disolvente (15-30 mL), porcentaje de metanol en acetona (25-75 %)
y volumen de acido formico (0-300 pL) fueron estudiados mediante un disefio factorial a 2 niveles
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con un punto central. La muestra empleada para la realizacion del disefio fue la misma que en el
caso anterior. Los resultados obtenidos (areas de pico) se muestran a continuacion, tabla 1.8.

Tabla I.8. Condiciones experimentales y resultados obtenidos en el sequndo disefio experimental.

% metanol en Ac.férmico

Exp. N2 Volumen (mL) 2,4-DCF 2,4,6-TCF
acetona (uL)
1 i 225 50 150 i 46570 64963 40929
2 : 15 75 0 : 40444 47689 35256
3 E 30 75 0 E 37057 53742 50249
4 : 15 25 300 : 42770 57122 60909
5 : 15 25 0 : 43960 54972 42991
6 E 30 75 300 E 44293 62250 61198
7 : 30 25 0 : 37874 63901 73214
8 : 30 25 300 : 34702 71845 75032
9 E 15 75 300 E 46265 52802 33562

En la carta Pareto obtenida, figura 1.7, se puede observar que el volumen de disolvente y el
porcentaje de metanol son estadisticamente significativos para TCS y 2,4,6-TCF. Para ambos
compuestos, un incremento en el volumen de extractante y una disminucién de su polaridad
(reduccién del porcentaje de metanol) conllevan una mejora en la eficacia de extraccion. En el caso
del 2,4-DCF ningun factor fue estadisticamente significativo.

Figura 1.7. Carta Pareto obtenida para el 2,4-DCF, 2,4,6-TCF y TCS.

B Volumen O % MeOH B Ac. Férmico

i i

= ' TCS
i R,
1 B 1

C ! 2,4,6-TCF
t 7
1 B T
1 1
1 1
| 2,4-DCF

= 1
\I T I\
4 3 2 1 0 1 2 3 4 5

Efectos estandarizados
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El acido férmico, aunque no alcanzé el nivel de significacion estadistica (95 % confianza)
para ninguno de los analitos, afectd positivamente a la extraccién. El mayor efecto se observé para el
compuesto que presenta un menor pK,, el 2,4,6-triclorofenol, justificando la adicion del modificador
para la obtencién de mejores recuperaciones de los compuestos presentes en la matriz sélida.

Las superficies de respuesta estimadas acido férmico frente a porcentaje de metanol para el
triclosan y el 2,4-DCF, con un volumen de 30 mL de disolvente, se presentan en la figura |.8. En ellas
se observa claramente un comportamiento opuesto en funcion de la polaridad de la mezcla. El 2,4-
DCF es mas polar que el 2,4,6-TCF y el TCS, extrayéndose mas facilmente con porcentajes elevados
de metanol, mientras que TCS prefiere mezclas de extraccién con un mayor contenido en acetona.
Se optd por una solucidon de compromiso seleccionando una mezcla 1:1 de metanol:acetona para
realizar la extraccion.

Figura 1.8. Superficies de respuesta estimadas para el 2,4-DCF y TCS, considerando un volumen de 30
mL de disolvente.
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En base a los resultados obtenidos con ambos disefos, las condiciones de extraccidon
seleccionadas han sido las que se muestran en la tabla I.9.

Tabla 1.9. Condiciones de extraccion (MAE) para TCS, 2,4-DCF y 2,4,6-TCF en muestras de lodo de
depuradora y sedimento.

Potencia (W) 500 ;
| . Metanol:acetona (1:1) con 300 uL
Masa muestra (g) 0.5-1 [ Disolvente . o
i acido férmico
Temperatura (2C) 130 :
i
Tiempo (min) 20 i Volumen (mL) 30
|

1.5. Caracterizacion del método analitico

1.5.1. Caracterizacién del método de determinacién (GC-MS/MS): linealidad, repetibilidad
y LOQs

La caracterizacion del método de GC-MS/MS, como técnica de deteccidn, fue llevada a cabo
utilizando patrones mezcla de los tres compuestos preparados en acetato de etilo a distintas
concentraciones. Los patrones se derivatizaron en las mismas condiciones descritas para los
extractos de muestras acuosas obtenidas mediante SPE (500 pL de extracto y 20 puL de MTBSTFA a
temperatura ambiente durante 5 minutos).

El rango lineal se evalué desde 1 hasta 1500 ng/mL, inyectando los analitos a 6 niveles de
distinta concentracion en triplicado, y la repetibilidad de inyeccién fue estudiada realizando cinco
inyecciones consecutivas de dos patrones de 5y 250 ng/mL (tabla 1.10).

Tabla 1.10. Linealidad, precisién y LOQs del método de determinacion, GC-MS/MS.

2,4-DCF 2,4,6-TCF TCS
Linealidad (R°) 0.998 0.996 0.999
" Repetibilidad 5ng/m. 42 44 83
(% RSD, n=5) 250 ng/mL 4.1 3.6 5.3
- Qq(ng/m) 02 02 02

Los coeficientes de determinacion obtenidos oscilaron entre 0.996 y 0.999. En todos los
casos, los coeficientes de variacion fueron inferiores al 8 %. Por ultimo, los limites de cuantificacidn
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instrumentales, han sido de 0.2 ng/mL (figura 1.9), 10 veces inferiores a los obtenidos con deteccidon
por GC-MS (tabla IIl.6, capitulo Il1).

Figura 1.9. Patrén de 1 ng/ml con las correspondientes relaciones S/N para 2,4-DCF, 2,4,6-TCF y TCS.

B S/N: 185 S/N: 165
Cts Cts . .
200] m/z 183 $:185 N: 1 m/z217 S:165N:1

2,4-DCF 1501 5 4 6.TCF
1501 4
100} 100
504 50
01 0

154 156 158 160 minutos 16.75 17.00 17.25 17.50 17.75 minutos

Cts S/N: 129
125! S:129 N: 1

m/z 310+200

100, " 1cs

75
50
25
0 A

22.50 22.75 23.00 23.25 23.50 23.75 minutos

1.5.2. Exactitud, precision y limites de cuantificacion del método analitico

La exactitud, precision y limites de cuantificacion del método analitico propuesto fueron
evaluados con cuatro matrices: lodo primario, lodo secundario, lodo tratado con carbonato calcico
(lodo estabilizado) y sedimento de rio. Todas estas muestras fueron liofilizadas previamente y
caracterizadas en cuanto a su contenido de carbono. En general, los lodos presentaron niveles de
carbono organico (TOC) del orden de 36-38 %, mientras que en sedimentos de rio se encontraron
préximos al 1 %.

Para evaluar la exactitud del método de preparacidon de muestra, se prepard una suspension
de cada muestra con un patron de concentracién conocida de los analitos en acetona, realizando
una mezcla 1:1 (1 mL de patron por cada gramo de muestra) entre ambos. La mezcla se dejo
evaporar, teniendo especial cuidado de no calentar ni exponer a la luz. Una vez seca, se cerrd y se
dejé envejecer a temperatura ambiente durante varios dias. Las concentraciones adicionadas
dependieron de la matriz estudiada. Para las muestras de lodo la adicién de los clorofenoles fue de
300 ng/g, mientras que para el triclosan fue de 5 pg/g, dado que estos compuestos se encontraron
en el lodo a niveles elevados. Para el caso de los sedimentos, la concentracion adicionada fue de 300
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ng/g. Con objeto de evaluar la exactitud del método a concentraciones inferiores, se prepararon
otras muestras con niveles de adicion del orden de 40 ng/g para los clorofenoles y 900 ng/g para el
triclosan en lodo estabilizado quimicamente, y de 10 ng/g en una muestra de sedimento de rio
conteniendo sdlo trazas de triclosan.

Para cada una de las matrices consideradas se procesaron fracciones con y sin adicion de los
analitos. Las recuperaciones se calcularon como los cocientes entre la diferencia de concentraciones
para fracciones con adicidn y sin adicidn, y la concentracién afiadida a cada muestra, tabla I.11. En el
caso del sedimento, el tamafio de muestra considerado fue de 1 g en lugar de 0.5 g para mejorar los
LOQs en esta matriz. Es preciso destacar también que los extractos de lodo estabilizado, obtenidos
sin anadir acido férmico a la mezcla de extraccidon, no presentaron sefales para ninguno de los tres
analitos considerados.

Tabla 1.11. Recuperaciones obtenidas (%) para muestras de lodo y sedimento con adicion (N=4).

Nivel afiadido Recuperaciones + RSD (%)
Muestra % TOC
(ng/g) 2,4-DCF 2,4,6-TCF
Sedimento rio 0.8 10 81.815.7 96.0+4.9 98.7+8.5
Sedimento rio 0.8 300 79.1+8.2 92.0+8.9 99.716.5
Lodo primario 38 300° 79.1+8.2 98.9+3.2 81.7+6.5
Lodo secundario 36 300° 78.318.1 87.6%5.1 94.06.5
Lodo estabilizado 11 300° 106.617.5 88.315.0 82.2+11.5
Lodo estabilizado 11 40° 82.919.2 97.4+13.0 97.3£10.5

°5 ug/g para TCS
®0.9 ug/g para TCS

Tal como se puede comprobar, en general las recuperaciones obtenidas fueron superiores
al 80 %, con desviaciones estandar por debajo del 13 %.

Ademas de utilizar muestras con adicién para evaluar la exactitud del método desarrollado,
se compararon los resultados obtenidos para muestras sin adicion procesadas usando Soxhlet, para
una muestra de lodo primario y otra de lodo bioldgico. La extraccion Soxhlet se llevd a cabo durante
24 horas con 100 mL de una mezcla de metanol:acetona (1:1). El extracto obtenido fue concentrado
a 30 mL, y se procedid a la limpieza mediante LLE con hexano, posterior concentracion de la fase

acuosa, y purificacion del extracto final. Los resultados obtenidos fueron similares con ambas
metodologias, figura 1.10.
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Figura 1.10. Comparacion de Soxhlet con MAE para la determinacion de TCS, 2,4-DCF y 2,4,6-TCF en
lodo primario y bioldgico.
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Los limites de cuantificacion del método propuesto con deteccion mediante GC-MS/MS, se
calcularon teniendo en cuenta los LOQs instrumentales, la masa de muestra (1 g para sedimento, 0.5
g para lodo) y el volumen del extracto final (2 mL). Los blancos de proceso no mostraron problemas
de contaminacién. En base a esta informacidn se estimaron unos LOQs de 0.8 ng/g y 0.4 ng/g para
lodo y sedimento, respectivamente. En la figura I.11 se muestra un cromatograma de una muestra a
niveles préximos a los limites de cuantificacién.

Figura 1.11. Cromatogramas y espectros de MS/MS para una muestra de sedimento con adicion de

los compuestos estudiados a nivel de 10 ng/g.
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La utilizacién de GC-MS/MS no solamente permite aumentar la selectividad, sino que
también permite obtener LOQs diez veces mas bajos que GC-MS, dado a que aisla el idn precursor en
la trampa para proceder a su posterior fragmentacidén. Esto permitid, en el caso del triclosan,
discriminar la sefial del analito (345+347) de la interferencia de m/z 327 (figura 1.2). En general, los
limites son mejores que los encontrados en la bibliografia. Por otra parte, una de las limitaciones de
esta metodologia con respecto a otras descritas en la bibliografia, ha sido la imposibilidad de
recuperar el metiltriclosan, puesto que este se pierde en la etapa de LLE con n-hexano [Singer H;
2002][Mc Avoy DC; 2002].

1.6. Aplicacidn al analisis de muestras reales

La metodologia desarrollada se aplicé al analisis de varias muestras de lodo, de sedimentos
de rio y marino. En todos los casos, las muestras fueron liofilizadas y homogeneizadas,
almacendndolas posteriormente a temperatura ambiente previamente a su analisis. Se procesaron
0.5 g de muestra para lodo y 1 g para sedimento, realizando en todos los casos la extraccidén por
triplicado. Las concentraciones obtenidas se muestran en la tabla 1.12.

Tabla 1.12. Concentraciones de los analitos (ng/g) en sedimentos de rio, marino y lodos de
depuradora.

Concentracion + SD (ng/g)

Tipo muestra

2,4,6-TCF

1 Sedimento rio nd nd 4.410.8
2 Sedimento rio nd nd nd

3 Sedimento rio nd nd 35.7+1.1
4 Sedimento marino nd nd nd

5 Lodo primario 79.9+8.5 19.4+0.3 2543+50
6 Lodo biolégico 316+33 38.149.2 5400£125
7 Lodo estabilizado 77.9+8.5 15.8+2.4 1508+196
8 Lodo 74.4+1.0 7.5£1.0 14741240
9 Lodo 55.2+3.3 14.5+0.5 418+38

nd: por debajo de los LOQ

Dentro de las muestras analizadas se detectd triclosan en la mayoria de las mismas, a
concentraciones superiores a 1 pg/g para cuatro de los cinco lodos estudiados. En el caso de los
clorofenoles, las concentraciones estuvieron por debajo de los LOQs del método en los sedimentos,
mientras que en los lodos las concentraciones fueron entre 10 y 100 veces inferiores a las medidas
para triclosan. Los resultados son comparables a los descritos en la bibliografia, y la distribucion
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existente en el lodo puede explicarse en base a las propiedades de los compuestos, puesto que a pH
7, los clorofenoles presentan una solubilidad entre 3.2 y 3.9 g/L, mientras que el triclosan tiene una
solubilidad de 0.005 g/L. Ademas, éste ultimo presenta niveles en agua superiores a los dos
clorofenoles (tabla IV.1, capitulo Il1).

En el caso de los lodos de depuradora, las muestras codificadas como 5, 6 y 7 se
corresponden a muestras puntuales tomadas en la misma planta de tratamiento de agua residual.
Las mayores concentraciones de los compuestos estudiados correspondieron a la muestra de lodo
bioldgico, seguido del primario. El lodo estabilizado, el cual procede de una mezcla de lodo primario
y bioldgico tratado con carbonato calcico, es utilizado en la agricultura como fertilizante. Los niveles
de los compuestos estudiados, aunque inferiores que los detectados en los lodos de partida, son lo
suficientemente considerables (sobre todo en el caso del triclosan) como para representar una
contribucion importante a su introduccién en el medio ambiente, de modo que es necesario el
control de estos residuos sdélidos utilizados para usos agricolas. Por otro lado, la incineracidn de estos
lodos debe considerarse también con suma precaucién ya que el triclosan podria derivar en la
formacion de dibenzodioxinas [Kanetoshi A; 1987].

En vista a los datos presentados en la tabla anterior, resulta evidente que los balances de
eliminacién de triclosadn, realizados Unica y exclusivamente en base a determinaciones en las
corrientes de entrada y salida (influente y efluente, respectivamente) de las estaciones depuradoras,
resultan erréneos, ya que una fraccién importante de este compuesto es adsorbida en los lodos.
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TCS y Parabenes en muestras de polvo

I. DETERMINACION CONJUNTA DE TRICLOSAN Y PARABENES EN MUESTRAS DE POLVO
1.1. Introduccién

El estudio de la presencia de compuestos organicos en atmdsferas interiores ha
experimentado un auge importante durante los ultimos afios. Este medio constituye una fuente de
exposicion del ser humano (vias respiratorias y dérmicas) a un nimero creciente de compuestos
quimicos usados en materiales de construccion, muebles, electrodomésticos y equipos electrdnicos,
asi como en aerosoles y productos de cuidado personal. En el caso del triclosan y los parabenes, la
informacion relativa a su presencia en atmdsferas interiores es practicamente inexistente. Sélo se ha
encontrado una referencia en la que, junto con otros compuestos organicos, se estudiaron los
niveles de MeP, EtP y BuP en muestras de aire y polvo tomadas en atmdsferas interiores [Rudel RA;
2003]. En este trabajo, el aire se pasé a través de un polimero XAD-2, que posteriormente fue
extraido con diclorometano (150 mL). Las muestras de polvo se obtuvieron de bolsas de aspiradora,
analizando la fraccidn con un tamafio de particula inferior a 150 um. Para la extraccion de diversos
compuestos fendlicos, entre ellos los parabenes, se realizé un ataque acido de las muestras de polvo
con una mezcla 1:1 de 4cido sulfurico:agua, tras lo cual se procedio a la extraccion sdélido-liquido en
triplicado con diclorometano. Tanto los extractos de aire como los de polvo, se concentraron a 1 mL
y se derivatizaron con BSTFA a 602C, durante 60 minutos para ser analizados mediante GC-MS. Los
niveles de parabenes encontrados fueron inferiores a 21 ng/m3 para aire y 8 ug/g para polvo. En el
caso del triclosdn, no se ha encontrado ninguna referencia relacionada con su determinacién en
atmdsferas interiores.

Dentro de las actividades realizadas en esta Tesis Doctoral se ha considerado relevante
evaluar los niveles de TCS y parabenes (MeP, EtP, PrP y BuP) en atmdsferas interiores usando
muestras de polvo, procedentes de aspiradores domésticos, como matriz para realizar el estudio. El
trabajo realizado se ha centrado en el desarrollo de dos metodologias de preparacion de muestra
diferentes (combinando las etapas de extraccién y purificacién) para a continuacion proceder a la
sililacién de los analitos y su posterior determinacién mediante GC-MS/MS, en las condiciones
optimizadas en los capitulos previos para muestras de aguas y lodos.

Las técnicas de preparacion de muestra consideradas han sido la extraccidn presurizada con
disolventes (PLE) y la dispersion de la matriz en fase sdlida (MSPD). La primera presenta un elevado
grado de automatizacion permitiendo procesar, sin necesidad de un usuario dedicado, un nimero
considerable de muestras. Dentro de las aplicaciones de PLE para la extraccidon de nuestros analitos,
sélo se han encontrado referencias centradas en la determinacién de triclosan en muestras de lodo
de depuradora y sedimento (tabla I.1). Por su parte, MSPD es una técnica que no requiere la
adquisicion de instrumentacion especifica y, ademds, precisa volimenes de disolventes
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relativamente bajos. Aunque su eficacia como técnica de preparacion para alimentos y muestras
biolégicas ha sido evaluada de forma extensa [Barker SA; 2007] sus aplicaciones a otras matrices

sélidas, por ejemplo suelos y muestras de polvo, son mucho mas limitadas [Garcia-L6pez M; 2008].

Tabla I.1. Resumen de las aplicaciones de PLE para la extraccion de TCS.

Analitos y matriz

TCSy MTCS en 9 min. Adicionar *C1,PCB-30, y hacer GPC. Purificar GC-MS 1 B 76- (1)
pescado con 800 mg de silica activada con 5 % de agua, 108
eluyendo con 10 mL de Hexano:AcOEt (10:1).
... Concentrara50-200pl.
o PLE: 10 g de liofilizado+2 g hidromatrix, en celda de
TCS y bifenilol en 22 mL. DCM, 1002C, 1500 psi, 1 ciclo de 5 min. GC-MS
sedimentos Evaporar a 5 mLy purificacién con 1 g de silica, 35 7 100 (2)
. LC-MS/MS
marinos eluyendo con acetona y metanol. Llevar a sequedad y
________________________________ reconstituir con fasemovil. . __ .
TCSy MTCS en PLE: 1 g liofilizado. DCM, 1002C, 1500 psi, 3 ciclos de
sedimentos y 5 min. Purificacidn con 2 g de silica y elucién con 2
mL de DCM, evaporando a sequedad. Derivatizar con =~ GC-MS/MS 15 3 95 (3)
lodos de . N . .
diazometano. Eliminacion de disolvente, reconstituir
depuradora con AcOEL.
T T UBLE 0.1-0.2 g de liofilizado, dispersar con3gde T
TCS y TCC en hidromatrix, DCM a 602C y 1500 psi, 3 ciclos de 5
lodos min. Purificar con Oasis HLB 500 mg, lavando con LC-MS/MS 15 6 98 (4)
hexano, DCM y agua, eluir con MeOH:Acetona (1:1).
_______________________ Concentrar a sequedad y reconstituir conMeOH. _ .
TCSy PPCPs en PLE: 0.5 g liofilizado + material inerte en celdas de 33 70-
lodos de mL. Extraccién con AcOEt a 1302C, 2 ciclos de 45 min. GC-MS 31 - 130 (5)
depuradora Evaporar a 1 mL, y diluir 1:9 con tolueno.
TCS y farmacos en PLE: 2.7 g suelo 6 1 g lodo liofilizado + arena en
lodos y suelos ié . . 3.0-
‘ V‘ celdas de 33 mL..Extraca.on con I\I/IieOH.agua (?.1) a LC-MS/MS 20 100 (6)
enriquecidos con 602C/1500 psi con 2 ciclos estéticos de 5 min. 4.6

lodos

Procedimiento

PLE: 5 g de pescado + hidromatrix en celda de 22 mL.
Ciclohexano:DCM (1:1) a T2Amb, 1500 psi, 3 ciclos de

Concentrar y hacer SPE Oasis HLB 200 mg.

Deteccion

LOD

(ng/g)

RSD

(%)

(1) Balmer ME, 2004; (2) Agliera A, 2003; (3) Singer H, 2002; (4) Chu S, 2007; (5) Ligon AP, 2008; (6) Barron L, 2008.

PLE presenta la ventaja de poder controlar la selectividad de la extraccion rellenando la

celda con distintos adsorbentes en vez de materiales inertes [Canosa P; 2007 A]. La disposicion del
adsorbente puede tener multiples propdsitos. Colocado en la parte inferior de la celda,
inmediatamente después de la muestra, tiene la finalidad de retener las interferencias co-extraidas o
destruirlas [Bjérklund E; 2006]. A modo de ejemplo, la utilizacién de adsorbentes de fase normal
quimicamente modificados, como la silice acida en combinacion con disolventes apolares como
hexano, permite obtener extractos libres de grasas en el andlisis de alimentos.
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Homogeneizar la muestra, previamente a su empaquetamiento en la celda del equipo, con
un adsorbente en fase normal o reversa también permite mejorar la selectividad de la extraccién [de
la Cal A; 2003][GAmez-Ariza JL; 2002].

Con respecto a la técnica de dispersion de la matriz en fase sélida (MSPD) sus principales
virtudes son la sencillez, rapidez, selectividad y bajo coste. La adecuada combinacion de adsorbentes
y disolventes permite obtener extractos libres de impurezas. Su aplicacién en matrices
medioambientales no es la mas habitual, aunque los resultados hasta ahora obtenidos son tan
buenos como los proporcionados por PLE o MAE [Garcia-Lépez M; 2008].

1.2. Condiciones experimentales de medida

Como se ha comentado en el apartado anterior, GC-MS/MS ha sido la técnica de
determinacion utilizada para cuantificar los niveles de triclosan y parabenes en muestras de polvo
tras su sililacion. Las condiciones de trabajo empleadas se recopilan en la siguiente tabla (tabla I.2).

Tabla 1.2. Paradmetros de determinacion para triclosén, metilparaben, etilparaben, propilparaben y

butilparaben.
Tr 16n precursor Nivel de Amplitud de lones producto

(min)? (m/z) almacenamiento (m/z) excitacién (V) (m/2)?
MeP 17.05 17.38 209 92 0.5 195,177,149
EtP 17.83 18.15 223 98 0.5 195,177,163,151
PrP 18.91 19.20 237 104 0.5 195,163,151
BuP 19.91 20.24 251 110 0.5 195,151
TCS 23.13 23.38 347 140 1.5 200,310,219

! Columna HP5-MS > Columna CP-Sil8 Low Bleed *lones utilizados para la cuantificacion

Ademas, en algunas ocasiones se ha utilizado GC-MS como técnica de deteccidn,
principalmente para registrar el perfil de corriente idnica total que producen los extractos obtenidos,
evaluando asi su complejidad bajo diferentes condiciones de extraccidn.
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1.3. Extraccidn con disolventes presurizados

La matriz empleada para evaluar la presencia de triclosan y parabenes en atmdsferas
interiores correspondid al contenido de las bolsas de aspiradores domésticos. Con objeto de
incrementar la homogeneidad de la matriz, el contenido de las bolsas fue tamizado y la fraccién por
debajo de las 60 um empleada en este estudio.

Para optimizar los factores que afectan a la eficacia de los procesos de extraccidn y clean-up
se ha utilizado un pool de dos matrices (1:1) con contenidos de carbono orgénico de 24.7 y 25.6 %.
Una vez verificada la existencia de niveles considerables de TCS, MeP y PrP en la muestra compuesta,
se procedio a su fortificacion con EtP y BuP, a nivel de 300 ng/g. Para ello se afiadié 1 mL de una
disolucién patron de EtP y BuP de 300 ng/mL en acetona por cada gramo de polvo. Tras la
evaporacién del disolvente, la muestra se dejé envejecer durante varios dias a temperatura
ambiente.

1.3.1. Estrategia de purificacion

La eficacia de la purificacion on-line (en la celda de extraccién) de los extractos de PLE se
evalud considerando cuatro adsobentes diferentes, tres en fase normal (Florisil 60-100 mesh,
alumina 150 mesh y silica 230-400 mesh), previamente activados a 1302C durante 24 horas, y uno de
fase reversa (C18 70-230 mesh). En todos los casos, 0.5 g de muestra se homogeneizaron con 1 g de
sulfato sddico anhidro y 2.5 g del adsorbente considerado en un mortero de vidrio. Una vez se
obtuvo una mezcla homogénea, se introdujo en la celda del extractor de PLE, conteniendo, de abajo
a arriba, dos filtros de celulosa, 1 g de sulfato sddico anhidro y 1.5 g del mismo adsorbente utilizado
en la dispersion. La celda se rellend con sulfato sddico y se compactd, colocando un filtro de celulosa
en la parte superior. Cabe destacar que, para el caso de la alimina, debido a su mayor densidad, la
masa utilizada fue el doble que para los otros adsorbentes.

Las condiciones de trabajo en estas etapas iniciales fueron seleccionadas teniendo en
cuenta aplicaciones de PLE al andlisis de sedimentos. La extraccion se llevé a cabo con acetato de
etilo, a 1302C considerando un ciclo de 10 minutos a 2000 psi (13.8 MPa). El volumen de lavado
(“flush”) y el tiempo de purga con nitrogeno de la celda fueron de 100 % y de 60 segundos,
respectivamente. Una vez obtenidos los extractos, se concentraron a 5 mL, y una alicuota de 500 pL
se derivatizd con 40 puL de MTBSTFA a 702C durante 60 minutos. El perfil de corriente idnica total
(TIC) obtenido con cada adsorbente se muestra en la siguiente figura (figura 1.1).
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Figura 1.1. Cromatogramas de GC-MS (TIC) obtenidos para fracciones de una misma muestra de polvo
en funcion del tipo de adsorbente.
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Como se observa en la figura anterior, la silica y el C18 proporcionaron cromatogramas muy

complejos, similares a los obtenidos con arena. Para Florisil y alimina se observé un menor nimero
de interferencias co-extraidas, indicando que estas fueron retenidas en mayor extension por estos
adsorbentes. Al inyectar estos extractos en GC-MS/MS, se obtuvieron respuestas ligeramente
superiores cuando se usa Florisil como dispersante de la muestra y co-adsorbente en el fondo de la
celda, tabla I.3. En base a estos resultados, se selecciond el Florisil como agente dispersante para
experimentos posteriores.

Tabla 1.3. Areas de pico en los extractos de PLE.

MeP EtP PrP BuP TCS
Florisil 5126 2238 2357 4764 6441
Alimina 2953 1711 1743 4590 4938

Para incrementar la selectividad del método, se planted la posibilidad de realizar una etapa
de lavado, previa al proceso de extraccion, con objeto de eliminar compuestos apolares no retenidos
por el Florisil y que contribuyen a incrementar la complejidad del extracto. Esta estrategia fue
descrita por Papagiannopoulos [Papagiannopoulos M; 2002] en la determinacién de polifenoles en
plantas y alimentos, realizando un lavado de la celda de extraccién con pentano a 602C, seguida de la
extraccion de los analitos con acetona en condiciones mas enérgicas.

Para este estudio, se seleccionaron dos disolventes de caracteristicas apolares: hexano y
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diclorometano. La etapa de lavado se realizé en condiciones suaves de temperatura, presion y
tiempo (409C, 1 ciclo de 1 minuto de extraccidn estatica a 500 psi), con un volumen de flush de 50 %
y un tiempo de purga de 1 minuto. Cada muestra fue extraida con cuatro ciclos consecutivos de
lavado en las condiciones fijadas, recogiendo las fracciones en distintos viales colectores. A
continuacion, se extrajo con acetato de etilo para poner de manifiesto la presencia de los parabenes
en la matriz. Todos los extractos (fracciones de lavado y extracto en acetato de etilo) fueron
evaporados a sequedad bajo corriente de nitrégeno y reconstituidos con 2 mL de acetato de etilo,
procediendo a su derivatizacién e inyecciéon en GC-MS/MS, figura 1.2.

Figura 1.2. Distribucion de los analitos entre las fracciones de lavado (Fr 1-Fr 4) y el extracto en
acetato de etilo (Fr 5).
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La utilizacién de n-hexano no provoco pérdidas de los analitos en las fracciones de lavado,
recuperandose en la ultima fracciéon de acetato de etilo. Por su parte, el uso de diclorometano
ocasiond la aparicion de sefial de los compuestos en las fracciones sucesivas de lavado,
principalmente del TCS. Este comportamiento es coherente con la bibliografia existente para la
extraccion de triclosan en matrices sélidas mediante PLE, ya que algunos autores utilizan
diclorometano como disolvente de elucién [Agliera A; 2003]. En base a estos resultados, el hexano
se seleccioné como disolvente de limpieza de la celda de PLE, previamente a la extraccion de los
compuestos de interés.

Para la optimizacién de las condiciones de limpieza con hexano, en lo referente a
temperatura (40-120 2C), tiempo (1-10 minutos) y nuimero de ciclos (1-5), se utilizd un disefo
factorial a dos niveles con un punto central. Tras la etapa de lavado, de acuerdo con las condiciones
descritas en cada uno de los experimentos del disefio, las celdas fueron extraidas con acetato de
etilo en las condiciones propuestas (1 ciclo de 10 minutos a 1302C y 2000 psi, flush de 100 % y purga
de 1 minuto). Estos extractos (acetato de etilo), una vez concentrados y derivatizados, fueron
inyectados en el sistema GC-MS/MS. El objetivo de este estudio fue seleccionar las condiciones de
lavado mas enérgicas que no impliquen pérdidas de los analitos. La carta Pareto con los efectos
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principales estandarizados se muestra en la figura I.3.

Figura I.3. Carta Pareto para el disefio de lavado con hexano.
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Efecto estandarizado

Como se puede comprobar, la temperatura ha sido la variable mas relevante. El valor de su
efecto estandarizado es superior a la linea que describe el nivel de significaciéon, con un 95 % de
confianza, para todos los analitos. Puesto que su influencia es negativa, a altas temperaturas parte
de los compuestos son co-eluidos con las interferencias apolares en el hexano. Experimentos
adicionales realizados a 802C y 1209C, en los valores intermedios para el nimero de ciclos y el
tiempo de extraccidn, pusieron de manifiesto la presencia de triclosan, aunque no de los parabenes,
en la fraccién de lavado, incluso manteniendo la celda a 802C, figura I.4.

Figura 1.4. Fracciones de hexano eluidas a 80°C y 120°C en 3 ciclos de 6 minutos. Sefal

correspondiente al TCS.
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En base a estos resultados, la temperatura de la celda en la etapa de lavado se mantuvo a
409C para evitar posibles pérdidas de TCS. El tiempo y el nimero de ciclos, correspondientes a la
etapa de lavado, se fijaron en 4 minutos y 1 ciclo, respectivamente, ya que el uso de tiempos mas
largos o un numero mayor de ciclos, aunque no provocé pérdidas de los analitos, tampoco
contribuyé a reducir el nivel de interferencias.

La comparacion de los cromatogramas de GC-MS (TIC) obtenidos para los extractos de
muestras de polvo con y sin limpieza previa de la celda con hexano, mostraron una mejora
considerable en el perfil del cromatograma obtenido, tal como se puede apreciar en la figura I.5.

Figura I.5. Cromatogramas de GC-MS para una muestra de polvo (extracto en acetato de etilo) con y
sin etapa de lavado.
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1.3.2. Optimizacidn de las condiciones de extraccion

Una vez verificada la posibilidad de integrar una etapa de limpieza on-line, consistente en la
utilizacidon de un adsorbente en fase normal (Florisil) en la celda de extraccion y la introduccidn de
una etapa de lavado previa a la elucidon de los analitos, se procedié a la optimizacién de las
condiciones de extraccion.

1.3.2.1. Disolvente de extraccion
El primer factor estudiado fue el tipo de disolvente empleado para la extraccion de los

compuestos. En funcién de sus caracteristicas fisico-quimicas, se seleccionaron tres disolventes con
polaridad creciente que ademds fuesen compatibles con la etapa posterior de sililacion:
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diclorometano, acetato de etilo y acetonitrilo. Para la realizacién de los experimentos, las celdas se
rellenaron siguiendo el protocolo descrito anteriormente. Tras una primera etapa de lavado con
hexano a 409C, se extrajeron con diclorometano, acetato de etilo o acetonitrilo, empleando un solo
ciclo a 1302C y 2000 psi durante 10 minutos. Los extractos, concentrados a sequedad para realizar el
cambio de disolvente, fueron reconstituidos con 2 mL de acetato de etilo, derivatizando una alicuota
de 500 pL con 40 pL de MTBSTFA durante una hora a 702C. Los resultados obtenidos se muestran en
la figura 1.6.

Figura 1.6. Eficacia de extraccion para diclorometano, acetato de etilo y acetonitrilo (N=3).
Respuestas normalizadas frente a acetato de etilo.
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Como se observa en la figura 1.6, el diclorometano fue el disolvente que presenté menor
afinidad por los compuestos. Para acetato de etilo y acetonitrilo, la eficacia de extraccidn es funcién
de las caracteristicas de los analitos. Los mas polares, MeP, EtP y PrP (Log K., 1.9, 2.4 y 2.9,
respectivamente) mostraron una mayor afinidad por el acetonitrilo (mas polar que el acetato de
etilo), mientras que el BuP y TCS (Log K. 3.5 y 4.8) se extrajeron en mayor extension con acetato de
etilo. Dado que el acetato de etilo es mas facil de concentrar mediante evaporaciéon que el
acetonitrilo, se selecciond finalmente como disolvente de extraccion.

1.3.2.2. Temperatura, tiempo y masa de co-adsorbente

Una vez establecido el disolvente de elucion, los valores correspondientes a temperatura,
tiempo de extraccion, asi como masa de Florisil situado en la parte inferior en la celda como
adsorbente para la retencion de interferencias polares, han sido optimizados simultdneamente con
un disefio experimental central compuesto (CCD) tipo 2® con 6 puntos estrella situados a una
distancia axial de a=1.68. El numero de puntos centrales fue de nueve para tener un disefio
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ortogonal y rotable. Los valores extremos para los factores temperatura, tiempo y masa de co-
adsorbente explorados en el disefio fueron 70-180 2C, 1-19 minutos y 0-2 g, respectivamente.

En todos los experimentos la masa total de Florisil en la celda de extraccidn, considerando la
cantidad de dispersante mas la cantidad usada como co-adsorbente, se mantuvo en 4 g. La presidn
de trabajo se fijo en 2000 psi (13.8 MPa), suficiente para mantener el disolvente en estado liquido
dentro de la celda, mientras que el nimero de ciclos, el volumen de flush y la purga de nitrégeno se
fijaron en 1, 100 % y 60 segundos, respectivamente.

Una vez realizadas las 23 extracciones, en las condiciones descritas en la tabla 1.4, se
analizaron los extractos mediante GC-MS/MS, obteniendo los siguientes resultados.

Tabla 1.4. Condiciones de extraccion y resultados (dreas de pico) obtenidos para el disefio
experimental central compuesto.

Exp Temp (2C) Tiempo (min) Co-adsorbente (g) MeP EtP Prp BuP TCS

1 : 92 15.3 1.6 5135929 44689 73782 33193 164254
2 : 125 10 2 5129934 38969 70240 33717 137929
3 : 158 4.7 0.4 5176215 52679 77508 33810 90158
4 : 125 1 1 5164910 54029 88373 39284 152992
5 : 70 10 1 5113152 39899 70569 37291 205416
6 i 125 10 1 5159437 47251 78291 38697 162794
7 : 125 10 1 : 185439 59740 83262 40810 135083
8 | 125 10 1 | 192999 58385 84221 32803 139148
91 92 15.3 0.4 | 167593 53735 85501 40040 153719
10 : 125 19 1 : 156991 46300 70614 33317 165208
11 : 125 10 1 : 183301 51979 82352 35751 198693
12 : 92 4.7 0.4 : 153562 49683 75254 31909 174008
13 : 92 4.7 1.6 : 157553 52723 85592 38393 206420
14 : 158 47 1.6 : 164083 45740 65334 29771 112129
15 : 180 10 1 : 160886 43501 59774 23372 69899
16 : 125 10 1 : 173145 49024 78073 32584 177100
17 : 125 10 1 : 195747 60773 88360 36530 160151
18 i 158 15.3 1.6 i 198822 53355 71459 30289 112555
19 : 125 10 1 : 207497 64448 89157 39469 195846
20 : 125 10 1 : 191656 57142 78794 34479 160582
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Exp ‘ Temp (2C) Tiempo (min) Co-adsorbente (g) MeP EtP PrP BuP TCS

| |

Zli 158 153 0.4 i 207336 56411 83128 34314 78863
| |

22 125 10 0 i 149781 42424 67458 30554 96820
I I

23 | 125 10 1 i 149015 47545 80104 36700 143942

Una vez tratados los datos anteriores con el programa estadistico Statgraphics Centurion
XV.l, se obtuvieron los efectos principales, los términos cuadraticos y las interacciones entre dos
factores que se muestran en la tabla I.5.

Tabla 1.5. Valores normalizados para los efectos principales, los términos cuadrdticos y las
interacciones de orden dos correspondientes al disefio tipo CCD.

MeP EtP Prp BuP TCS
A: Temperatura (2C) 2.92° 0.62 -1.68 -3.23° -7.29°
B: Tiempo (min) 0.66 -0.19 -0.78 -0.45 -0.69
C: Co-adsorbente (g) -1.10 -0.91 -0.90 -0.26 2.30°
AA -2.02 -1.91 -2.97° -2.33° -1.84
AB 1.39 0.92 0.88 -0.11 0.97
AC 0.19 -0.15 -1.17 -0.77 0.31
BB -0.38 -0.11 0.21 0.28 -0.32
BC -0.52 -0.39 -1.13 -1.40 -0.09
cc -1.83 -2.14 -2.14 -1.53 -3.29°

®Factores estadisticamente significativos a un nivel de confianza de 95 %.

La variable tiempo no afecté en gran medida a la eficacia del proceso de extraccidon. La
temperatura jugd un papel mas importante, siendo estadisticamente significativa para el MeP, el
BuP y TCS. Para los dos ultimos, el rendimiento de la extraccién disminuyé a temperaturas elevadas,
mientras que para el MeP se observé el efecto contrario. Por otra parte, el término cuadratico
asociado con la temperatura también resultd significativo para PrP y BuP, lo que sugiere que la
variaciéon en la eficacia de extraccién no sigue un modelo lineal dentro del dominio experimental
considerado para esta variable. Dado que la viscosidad de los liquidos disminuye al aumentar la
temperatura, cabe esperar que la solubilidad de los analitos en el disolvente de extraccién, y por
tanto la eficacia de ésta, aumente con la temperatura, sin embargo, para algunos compuestos se ha
descrito un comportamiento opuesto, coincidente con el observado en este trabajo para BuP y TCS
[Petrovic M; 2002][Concha-Grafia E; 2004][Rodil R; 2006]. Pérdidas por evaporaciéon de los
compuestos cuando el extracto caliente es transferido desde la celda de extraccidn al vial colector
y/o degradacién térmica de los analitos en la celda de PLE podrian explicar la reduccién en la eficacia
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de extraccién al aumentar la temperatura de la celda. En este caso concreto, para el BuP y para el
TCS, las pérdidas por evaporacion no pueden justificar esta disminucidn, puesto que son los menos
volatiles de los cinco compuestos estudiados. Con respecto a la masa de co-adsorbente, sélo fue
estadisticamente significativa para el triclosan, al igual que el término cuadratico asociado a la
misma. Por ultimo, las interacciones entre factores no alcanzaron el nivel de significacion estadistica
(95 % de confianza) para ninguno de los analitos considerados.

Puesto que las condiciones dptimas de extraccién (sobre todo en lo referente a la
temperatura de la celda) fueron diferentes para MeP frente a los compuestos mas apolares (BuP y
TCS) se utilizé una funcién de deseabilidad global para estimar las mejores condiciones de trabajo
para el conjunto de los cinco analitos considerados. En primer lugar, las respuestas obtenidas para
cada analito en los diferentes experimentos implicados en el disefio tipo CCD, han sido normalizadas
entre 0 y 1. A continuacion, la funcidn de deseabilidad global se ha definido en base a su media
geométrica. La representacion de esta funcidn frente a la temperatura y masa de co-adsorbente,
considerando el tiempo de extraccién en el valor central del disefio (10 minutos), se muestra en la
figura 1.7.

Figura 1.7. Representacion de la funcion de deseabilidad global temperatura-cantidad de co-
adsorbente para un tiempo de extraccion de 10 minutos.
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Como se puede observar, el maximo corresponde a una temperatura de 1032C y una
cantidad de co-adsorbente de 1 g. Para el valor éptimo de temperatura, el tiempo de extraccion que
proporcion6 mejores resultados correspondié a 1 minuto, figura 1.8.
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Figura 1.8. Funcion de deseabilidad global tiempo-masa de co-adsorbente para una temperatura de
103¢eC.
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En consecuencia, las condiciones finales de extraccion seleccionadas fueron 103°C, 1
minuto de tiempo de extraccion, 1 g de Florisil como co-adsorbente en la celda de extraccidn, y, por
lo tanto, 3 g del mismo material dispersante.

1.3.2.3. Ciclos de extraccion

El nimero de ciclos de extraccidon por muestra, definido como el nimero de etapas de
extraccion estatica que se aplica sobre una misma celda con una porcion fresca de disolvente, fue el
ultimo parametro a optimizar.

Para evaluar el efecto de este factor, se extrajeron una serie de muestras considerando un
numero creciente de ciclos (de 1 a 5), en las condiciones dptimas estimadas anteriormente. Tras
cada ciclo de extraccidn, la celda fue lavada con un volumen de acetato de etilo equivalente al
volumen total de flush (100 % del volumen de la celda) dividido entre el numero de ciclos. Los
extractos obtenidos, usando un ndmero creciente de ciclos, se etiquetaron como fraccion 1. Después
del dltimo ciclo de extraccidn las celdas fueron purgadas y despresurizadas. A continuacidn, se
volvieron a extraer aplicando un Unico ciclo de 1 minuto, recogiendo el extracto en un segundo vial
etiquetado como fraccién 2. Ambas fracciones fueron concentradas a 2 mL y, una vez derivatizadas,
analizadas mediante GC-MS/MS. En la figura 1.9, se representa las respuestas relativas (area de pico
para la segunda fraccion frente a la suma de las respuestas para ambas) para cada compuesto en
funcién del numero de ciclos implicados en la primera extraccion.
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Figura 1.9. Respuesta relativa obtenida en la re-extraccion de las muestras frente al nimero de ciclos
considerados en la primera extraccion, 103°C, 13.8 MPa y 1 minuto (N=2).

O MeP O EtP PrP (1 BuP B TCS
12% 4

10%

2%

0%

Seiial relativa para la 22 extraccion
(%)
(o2}
x
L

Ne de ciclos en la primera extraccion

Cuando se aplicaron 3 6 mas ciclos, la sefal relativa para las segundas fracciones fue inferior
al 5 % del total para todos los compuestos. Ademds, no se observd una reduccion muy significativa
en la respuesta obtenida para la segunda fraccidn, considerando un nimero mayor de ciclos en la
primera, por tanto, su nimero se limitd a tres.

1.3.3. Optimizacidn de las condiciones de derivatizacion

Las condiciones de derivatizacion utilizadas hasta ahora fueron las consideradas para la
sililacion de los extractos de agua residual. Dada la mayor complejidad de los extractos de polvo se
considerd oportuno re-optimizar las condiciones de derivatizacidn.

Para la realizacidon de este estudio, se empled una mezcla de extractos obtenidos mediante
PLE para fracciones de una muestra de polvo con adicion de EtP y BuP a nivel de 300 ng/g. Alicuotas
de 0.5 mL del pool de extractos se derivatizaron en diferentes condiciones de temperatura, volumen
de MTBSTFA y tiempo. De nuevo se utilizd un disefio experimental factorial del tipo CCD, ortogonal y
rotable, para estudiar el dominio experimental de trabajo de forma exhaustiva, tabla I.6. El andlisis
de las respuestas obtenidas condujo a los efectos principales que se muestran en la tabla I.6.
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Tabla I.6. Dominio experimental y efectos principales estandarizados para volumen de derivatizante,

tiempo y temperatura para el disefio tipo CCD.

Dominio experimental Efectos estandarizados
Factores
0 +1 +1.68  MeP EtP Prp BuP
A: Vol. (uL) 20 36 60 84 100 i -092 -039 -031 072 -1.15
| |
B: Tiempo (min) i 4 13 33 50 62 | 077 094 164 073 -0.21
C:Temp.(2C)  : 20 30 45 60 70 099 137 077 097 -0.24

Ninguno de los factores resulté ser estadisticamente significativo a un nivel de confianza de
95 %. De todos modos, la eleccién de las condiciones de trabajo se hizo en base a la funcién global
de deseabilidad obtenida para los cinco compuestos, figura 1.10. Considerando un volumen minimo
de derivatizante (20 pL), la superficie de respuesta para la funcidon de deseabilidad global permitié
visualizar los valores dptimos de temperatura y tiempo. Las condiciones de derivatizacion
seleccionadas fueron 20 puL de MTBSTFA, 652C y 5 minutos.

Figura 1.10. Superficie de respuesta para la funcion de deseabilidad global correspondiente a la
derivatizacion de extractos de polvo.
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1.3.4. Caracterizacion del método analitico
Una vez fijadas las condiciones de preparacion de muestra (figura 1.11), se procedié a la

caracterizacion analitica del método desarrollado, usando GC-MS/MS como técnica de
determinacion.
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Figura 1.11. Condiciones optimas de extraccion (PLE) y derivatizacion para la determinacion de

parabenes y triclosan en muestras de polvo.

Preparacion de la celda de ASE (11 mL):

0.5gde e _-Filtro de celulosa
muestra
dispersada con Rellenar con Na,SO,

3 g de Florisil y 1 g of Na,SO,
1gNa,SO,

o Dos filtros de celulosa
1 g Florisi

Extraccion: acetato de
etilo a 1032C y 2000 psi
(13.8 MPa), 3 ciclos de 1
min, 100 % flush y 1 min

de purga

Limpieza: n-hexano a 402C

y 500 psi (3.4 MPa), 1 ciclo
de 4 min, 50 % flush y 1
min de purga

Derivatizar 0.5 mL con 20 pL de
MTBSTFA a 652C durante 5 min

1.3.4.1. Caracterizacion del método de determinacion (GC-MS/MS): linealidad, repetibilidad
y LOQs

El rango de respuesta lineal del equipo (GC-MS/MS) fue evaluado con una serie de 10
patrones, preparados en acetato de etilo, en un intervalo de concentraciones comprendido entre 2
ng/mLy 1.5 pug/mL.

Para el calculo de los limites de cuantificacién del sistema cromatografico se inyectaron
patrones de concentraciones comprendidas entre 0.1 y 1 ng/mL, obteniendo las relaciones sefial-
ruido de los picos correspondientes a cada analito. A concentraciones préximas a los LOQs e
intermedias en el rango de calibrado, se estimé la variabilidad de la respuesta del equipo. Los
resultados referentes a los parametros que caracterizan el sistema GC-MS/MS utilizado, se muestran
en la tabla I.7.
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Tabla I.7. Linealidad, repetibilidad y LOQs del equipo GC-MS/MS empleado en este estudio. Columna
CP-Sil8 Low Bleed.

MeP EtP PrP BuP TCS
Linealidad R’ 0.998 0.994 0.996 0.996 0.997
o 8 ng/mL 9.9 6.8 4.0 4.1 3.8
Repetibilidad
(% RSD, n=5)
500 ng/mL 6.5 4.8 3.4 4.3 3.5
LoQ (ng/mL)" 0.4 0.5 0.6 0.6 0.3

Columna CP-Sil8 Low Bleed

1.3.4.2. Exactitud, precision y limites de cuantificacion del método analitico

La precisién intra-dia (repetibilidad) e inter-dia (reproducibilidad) del procedimiento
propuesto fue estudiada con una muestra de polvo, sin adicidn, en la que se detectd la presencia de
todos los analitos. Para el estudio de repetibilidad se llevd a cabo la extraccidon de la muestra por
cuadruplicado dentro de un mismo dia, mientras que para evaluar la reproducibilidad, la misma
muestra fue extraida por triplicado cuatro dias consecutivos. Los resultados, expresados como
coeficientes de variacidn, mostraron valores inferiores al 8 % y 11 % respectivamente, tabla 1.8.

Tabla 1.8. Repetibilidad (N=4), reproducibilidad (N=12), recuperacion (N=4) y LOQs del método

analitico propuesto.

Recuperacion + SD

Repetibilidad Reproducibilidad LOQ
Muestra 1 Muestra 2
(% RSD, n=4) (% RSD, n=12) (ng/g)
(TOC 18%) (TOC 20%)
MeP 5.0 6.1 9815 9418 1.6
EtP 5.8 10.6 8516 8816 2.2
PrP 4.7 9.7 8617 84+10 2.9
BupP 8.4 10.3 934 76113 3.6
TCS 6.6 8.6 9215 93110 1.2

La exactitud del método propuesto fue evaluada con dos muestras de polvo, una
procedente de un edificio publico (TOC 18 %) y otro de una vivienda particular (TOC 20 %). Cada
muestra fue dividida en dos fracciones. Una de ellas fue enriquecida con 500 ng/g de los analitos. La

229



Atmosferas interiores

recuperacion se calculé como la diferencia de valores obtenidos para las fracciones con adicion y sin
adicion, dividida por la concentracion afiadida, tabla |.8. En general, las recuperaciones obtenidas
para ambas muestras presentaron valores superiores al 85 %, con variaciones inferiores al 13 %, por
lo que se puede afirmar que el método permite extraer los analitos cuantitativamente.

Por ultimo, los limites de cuantificacion del método analitico se estimaron considerando los
blancos del proceso, asi como los limites de cuantificacién proporcionados por el equipo de GC-
MS/MS. Teniendo en cuenta que no se ha detectado la presencia de los compuestos en los blancos y
la cantidad de muestra de partida fue de 0.5 g, los LOQs fueron inferiores a 4 ng/g. En la figura 1.12
se muestra un cromatograma referente a la muestra niimero 1 (tabla 1.8) con y sin adicién, asi como
el blanco del proceso.

Figura 1.12. Cromatogramas (m/z 177+151+195+200+310) de GC-MS/MS para la muestra 1 (tabla
1.8) con (naranaja) y sin adicion (verde), asi como un blanco de proceso (azul).
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1.4. Extraccion mediante dispersion de la matriz en fase sélida

Adicionalmente a PLE, se evaluaron las posibilidades que ofrece la dispersion de la matriz en
fase sélida (MSPD) para la extraccidn conjunta de parabenes (MeP, EtP, PrP y BuP) y TCS en muestras
de polvo. Esta técnica presenta un bajo coste, una gran sencillez y una considerable selectividad
derivada de la posibilidad de integrar, al igual que en el caso de PLE, etapas de purificacion en linea
con el proceso de extraccion, ademas de emplear condiciones mucho mas suaves (temperatura
ambiente y presidn atmosférica) que PLE. En este capitulo se describe la optimizacion sistematica del
proceso de MSPD, con el objeto de maximizar la selectividad y eficacia de la preparacion de muestra.
Como técnica de determinacidn se ha usado de nuevo GC-MS/MS y, en algunos casos, GC-MS.

1.4.1. Optimizacidn de las condiciones de extraccion

Los factores que afectan a la eficacia de extraccion en MSPD fueron optimizados mediante
el empleo de disefios experimentales factoriales, asi como usando estudios univariantes para
determinados factores. La eleccion de C18 como agente dispersante fue un parametro fijado de
antemano, ya que es el adsorbente empleado en la mayoria de las aplicaciones de MSPD [Barker SA;
2007].

1.4.1.1. Eleccion del co-adsorbente

Como primer paso en la optimizacidon de las condiciones de extraccion se estudid la
influencia de diferentes co-adsorbentes en el perfil cromatografico obtenido en GC-MS para
extractos de muestras de polvo. Los materiales estudiados fueron el Florisil (60-100 mesh), alimina
(150 mesh), C18 (70-230 mesh) y silica (230-400 mesh). Los adsorbentes en fase normal se activaron
a 1302C durante 48 horas, eliminando asi las moléculas de agua que pueden estar retenidas en la
superficie de sus particulas. En todos los casos se emplearon 2 g de co-adsorbente situados bajo 0.5
g de muestra (polvo tamizado a 60 um y fortificado con los analitos a nivel de 100 ng/g) previamente
dispersada en un mortero con sulfato sédico anhidro y 2 g de C18, figura 1.13.

Figura 1.13. Disposicion de la muestra en el cartucho de MSPD.
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La elucion de los analitos se realizé con 20 mL de acetato de etilo. Una vez concentrado a 1
mL, se filtré para evitar la presencia de particulas en el extracto final. Una alicuota del filtrado (500
pL) fue derivatizada con MTBSTFA e inyectada en GC-MS.

Figura 1.14. Areas de pico y perfiles cromatogrdficos para extractos de una muestra de polvo en
funcion del co-adsorbente (N=3).
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Como se puede comprobar, figura .14, la sefial de los compuestos es practicamente
idéntica en todos los experimentos con excepcién de MeP y TCS, utilizando la alimina como co-
adsorbente. Los cromatogramas de GC-MS presentan menor complejidad para Florisil y alumina,
frente al C18 y silica, por lo que finalmente se continud trabajando sélo con los dos primeros
materiales como co-adsorbentes.

1.4.1.2. Disolvente de elucion

La eficacia de extraccidon se evalud considerando cuatro disolventes con polaridades
crecientes (hexano, diclorometano, acetato de etilo y acetonitrilo) usando Florisil y alimina como
co-adsorbentes. Al igual que en el apartado anterior, la muestra fue dispersada previamente con 2 g
de C18. El volumen de disolvente se fijo en 20 mL. Con objeto de evitar cambios aparentes en la
eficacia del proceso de preparacién de muestra, derivados de variaciones en el rendimiento de la
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sililacion para extractos en diferentes disolventes, todos los extractos fueron concentrados a
sequedad y reconstituidos con 1 mL de acetato de etilo previamente a la adicion del agente sililante.

Los resultados obtenidos, como areas de pico, se muestran en la figura 1.15 para cada
disolvente y co-adsorbente.

Figura 1.15. Areas de pico en funcién del co-adsorbente y el disolvente de elucién utilizado en MSPD
(N=3).
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En general, los resultados representados en la figura 1.15 siguen la misma tendencia que los
observados para PLE. Por un lado, hexano y diclorometano no fueron capaces de recuperar los
analitos. Por otro, en acuerdo con la informacién presentada en la tabla I.3 y la figura 1.14, la alimina
resulté mds retentiva que el Florisil, por lo que se prefirid el primer material como co-adsorbente en
el cartucho de MSPD. Aunque para Florisil se obtuvieron mayores respuestas usando acetonitrilo que
con acetato de etilo, la eleccidn del disolvente de elucién se reservé para etapas posteriores.

Ni hexano ni diclorometano permitieron recuperar los analitos de la matriz, sin embargo los
cromatogramas obtenidos presentaron una gran complejidad, especialmente para los extractos en
diclorometano. Por ello, se considerd la posibilidad de realizar un lavado previo del cartucho con
diclorometano, para a continuacion proceder a la elucién de los compuestos usando acetonitrilo.
Planteada esta estrategia, se prepard un cartucho de MSPD dispersando 0.5 g de muestra con 0.5 g
de sulfato sddico anhidro y 2 g de C18, con 2 g de Florisil como co-adsorbente. En una primera
fraccion, se recogieron 10 mL de diclorometano y a continuacién, tras el secado del cartucho a vacio,
se recuperaron los analitos con 10 mL de acetonitrilo. Una segunda muestra fue procesada en
condiciones idénticas pero sin considerar la etapa de lavado. Los cromatogramas de corriente idnica
total (TIC), incluso usando adquisicién en modo MS/MS, mostraron claramente los beneficios de la
etapa de lavado, figuras .16 y 1.17.
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Figura 1.16. Cromatogramas de GC-MS (TIC) para las fracciones de diclorometano y acetonitrilo
obtenidas de una muestra de polvo.
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Figura 1.17. Cromatogramas de GC-MS/MS (TIC) para un patrén en acetonitrilo (A), un extracto de
MSPD en acetonitrilo sin limpieza previa (B) y un extracto de MSPD en acetonitrilo con lavado previo
del cartucho usando diclorometano (C).
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1.4.1.3. Optimizacion de la masa de dispersante, disolvente de elucion y volumen
La cantidad de dispersante (C18), el tipo de eluyente (acetato de etilo o acetonitrilo) y
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volumen del mismo fueron optimizados mediante un disefio factorial mixto tipo 3 x 2% con dos
puntos centrales, tabla I.9.

Tabla 1.9. Dominio experimental del disefio factorial 3 x 2

Factor Bajo Medio Alto
Volumen eluyente (mL) 5 15 25
Masa C18 (g) 0.5 2
Eluyente Acetato de etilo Acetonitrilo

Los 14 experimentos del disefo fueron llevados a cabo con una mezcla 1:1 de dos muestras
de polvo procedentes de dos viviendas diferentes. Sus contenidos de carbono organico fueron de
24.7 % y 25.6 %, respectivamente. Dado que las concentraciones nativas de EtP y BuP en la muestra
compuesta eran muy bajas, ésta se fortificd con ambos compuestos a nivel de 300 ng/g. A
continuacidn se dejd envejecer a temperatura ambiente un periodo de 10 dias antes de proceder a
su extraccion.

Los cartuchos de MSPD se prepararon usando 2 g de Florisil como co-adsorbente,
dispersando 0.5 g del pool anterior con 0.5 g de sulfato sddico anhidro y la cantidad de C18 descrita
en cada experimento. Tras el lavado de los cartuchos con 10 mL de diclorometano, se eluyeron con
el volumen indicado de acetonitrilo o acetato de etilo. Todos los extractos, incluidos los de
diclorometano, fueron concentrados a sequedad y reconstituidos con 1 mL de acetato de etilo. Una
vez derivatizados, fueron inyectados, junto con un calibrado para su cuantificacion, en el sistema GC-
MS/MS. En ninguna de las fracciones de diclorometano, se detectd la presencia de los analitos,
confirmando que no existen pérdidas en la etapa de lavado. La matriz de experimentos, junto con las
concentraciones obtenidas para cada ensayo, se presenta en la tabla 1.10.

Tabla 1.10. Experimentos realizados en el disefio de MSPD (3 x 22) y respuestas (concentracion en
ng/qg) obtenidas para cada compuesto.
Exp. Vol. (mL) C18 (g) Eluyente MeP EtP Prp BuP TCS

1 15 1.25 AcN | 5459 320.1 660.5 476.4 852.6

2 25 0.5 AcN | 504.0 288.7 613.4 387.1 867.5
| |

3 15 0.5 AcOEt | 470.8 150.6 431.1 258.0 398.7

4 1 15 2 AcOEt | 465.1 87.3 469.5 2483 700.5

5 15 0.5 AcN I 629.2 392.1 748.8 525.3 992.3
| |

6 | 15 2 AcN | 6915 408.1 782.4 552.4 1012.4

7 o 5 0.5 AcN ! 3729 191.1 527.3 396.4 1048.1

8 25 2 AcOEt | 3958 105.6 388.6 226.8 476.6
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Exp. Vol. (mL) C18 (g) Eluyente MeP EtP Prp BuP TCS
9 i 15 1.25 AcOEt | 485.4 288.6 4719 224.9 306.6
0 | 2 AcN | 7210 458.8 979.8 744.5 928.9
11 : 5 2 AcOEt : 25.0 9.1 16.3 8.6 12.2
22 25 2 AcN & 5722 361.6 796.5 564.4  1108.5
13 125 0.5 AcOEt | 429.6 1278 4516 3113 714.6
14 5 0.5 AcOEt : 473.5 88.9 477.9 252.8 713.2

Usando el programa estadistico Statgraphics 5.1, se obtuvieron los efectos estandarizados
de cada variable, asi como las interacciones entre factores. La carta Pareto para los efectos
principales, junto con el nivel de significacién a un 95 % de confianza (linea vertical), se muestran en

la figura 1.18.

Figura 1.18. Carta Pareto con los efectos principales asociados a los factores del disefio experimental.

Volumen O Eluyente M Cantidad dispersante
i
TCS ]

A = a—
PrP ﬁ )

EtP

MeP F{]

Efectos estandarizados

Como se observa en la grafica anterior, el disolvente de eluciéon fue el uUnico factor
estadisticamente significativo (95 % de confianza). De nuevo se confirmé que el acetonitrilo
proporcionaba mejores rendimientos que el acetato de etilo. La cantidad de dispersante
practicamente no afectd a la eficacia de extraccidn, seleccionando finalmente el valor medio del
dominio experimental para esta variable, 1.25 g de C18.

El volumen de eluyente tampoco fue un factor significativo, por lo que, a priori, se podra
mantener en el nivel bajo del disefio (5 mL); sin embargo, su valor dptimo se establecid en un
estudio posterior, conjuntamente con la masa de co-adsorbente.

1.4.1.4. Masa de co-adsorbente y volumenes de disolventes de lavado y elucion

La masa de Florisil (co-adsorbente en la columna de MSPD), asi como los volumenes de
diclorometano y acetonitrilo fueron estudiados conjuntamente como ultimo paso en la optimizacién
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de las condiciones de extraccion. Se llevaron a cabo dos series de experimentos usando 1y 2 g de
Florisil como co-adsorbente. En la primera se evalud el volumen maximo de disolvente de lavado,
pasando a través de los cartuchos de MSPD tres fracciones consecutivas de diclorometano (10 mL
cada una) y una ultima de 15 mL de acetonitrilo. En la segunda serie, se estudid el volumen minimo
de acetonitrilo para eluir cuantitativamente los analitos. Se recogié una Unica fraccién de 10 mL de
diclorometano, y tras el secado de los cartuchos, cuatro fracciones consecutivas de 5 mL de
acetonitrilo. Todas las fracciones fueron concentradas a sequedad y re-constituidas con acetato de
etilo para su posterior andlisis mediante GC-MS/MS. Los resultados obtenidos se muestran en la
figura 1.19, donde se representa sefal relativa para cada fraccion frente a la suma de sefales de
todas las fracciones recogidas.

Figura 1.19. Distribucion de los analitos entre las fracciones de diclorometano (A) y acetonitrilo (B),
usando 1y 2 g de Florisil como co-adsorbente. Datos para extracciones en duplicado.

A

& 100% -
M

‘Té zz:f : BFr1, 10 ml DCM
5 o O Fr 2, 10 ml DCM
g 40% 7 O Fr 3,10 ml DCM
“3; 20% OFr4, 15 ml ACN
g 0%

TCS MeP‘ EtP ‘ PrP ‘ BuP ‘ TCS

1 g Florisil 2 g Florisil
§ 100% - B
W Fr1,10 mLDCM % 80%
BFr2,5mACN £ 60%
OFr3,5mACN g 40%
D Fr4,5ml ACN g 20%
BFrs,5mANN & 0%

1 g Florisil 2 g Florisil

El volumen de diclorometano necesario para eluir las interferencias, sin que haya pérdidas
de los compuestos estudiados, ha sido dependiente del analito y de la masa de co-adsorbente. El
triclosan, el mas lipofilico de los compuestos estudiados, aparece en la primera fraccion de
diclorometano cuando se utilizé 1 g de co-adsorbente, mientras que, usando 2 g de Florisil, fueron
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necesarias dos fracciones de 10 mL de diclorometano para detectar pérdidas de este compuesto
(figura 1.19 A). Para los parabenes, el perfil de elucién fue mas lento que para el triclosan,
apreciandose la sefial de estos compuestos en la segunda y tercera fraccion de 10 mL de
diclorometano para 1 g de Florisil, mientras que no hubo pérdidas significativas en las fracciones de
lavado cuando la cantidad de co-adsorbente fue de 2 g (figura 1.19 A).

Con respecto al disolvente de elucidn, tanto considerando 1 como 2 g de Florisil, fue posible
recuperar el 95 % de todos los analitos con una Unica fraccién de 5 mL de acetonitrilo (figura .19 B),
aunque finalmente se seleccionaron 10 mL para asegurar la recuperacion cuantitativa de los
compuestos.

En base a estos datos la cantidad de co-adsorbente (Florisil) se mantuvo en 2 g, mientras
que los volumenes de diclorometano y acetonitrilo se fijaron en 10 mL.

1.4.2. Optimizacidn de las condiciones de derivatizacién en acetonitrilo

El acetonitrilo resulté un disolvente adecuado para la extraccion de los analitos de muestras
de polvo. Para evitar la etapa de cambio de disolvente, en el proceso de tratamiento de muestra, se
optimizo la derivatizacidon de los compuestos en acetonitrilo. La influencia de la temperatura (20-45-
702C), el volumen de agente derivatizante (20-100 uL) y el tiempo de derivatizacidn (5-60 minutos)
fueron estudiados utilizando un disefio factorial mixto 3 x 22, con dos puntos centrales. Para llevar a
cabo los experimentos, se utilizd un pool de extractos en acetonitrilo, correspondientes a muestras
de polvo procesadas mediante MSPD. Los valores estandarizados para los efectos principales
correspondientes a las variables anteriores se muestran en la tabla 1.11, asi como aquellos factores
que son estadisticamente significativos al 95 % de confianza.

Tabla I.11. Dominio experimental y valores estandarizados de los efectos principales para el disefio de
derivatizacion en acetonitrilo.

Dominio experimental Efectos principales

Bajo Medio Alto EtP \ PrP BuP

Temperatura (¢C) | 20 45 70 i -052 0.83 -0.05 -0.77 -0.24
Tiempo (min) | 5 60 | 035 131 -0.68 0.90 172
Volumen (ul) . 20 100 . 2.05° 1.03 1.54 3.29° 7.91°

®Factores estadisticamente significativos a un nivel de confianza de 95 %

Sélo el volumen de derivatizante resultd ser una variable estadisticamente significativa para
tres de los compuestos estudiados (MeP, BuP y TCS). El signo positivo indica que son necesarios
volumenes elevados de MTBSTFA para tener buenos rendimientos en la etapa de derivatizacion. Las
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otras dos variables afectaron en menor medida al proceso de derivatizacién y sus efectos no
alcanzaron el limite de significacién estadistica. Sin embargo, el término cuadratico asociado a la
temperatura fue relativamente importante, principalmente en el caso del MeP. El grafico de efectos
principales para este analito, figura 1.20, revelé una importante curvatura en su respuesta con un
maximo a 452C.

Figura 1.20. Grdfico de efectos principales para el MeP.

(X 1000) Efectos principales para el MeP

98 E
97 F 7

96 [ / A

95 F 3

Areas MeP

94 | 3

93 E 3
20.0 70.0 5.0 60.0 20.0 100.0
Temperatura (2C)  Tiempo (min) Volumen (uL)

En base a estos resultados, la derivatizacion se llevo a cabo a 452C con 100 uL de MTBSTFA
durante 5 minutos. En estas condiciones, se evalud la estabilidad temporal de los compuestos ter-
butildimetilsililados en acetonitrilo, para lo cual se derivatizdé un extracto de muestra de polvo,
obtenido mediante MSPD y se inyecté en distintos dias, utilizando el PCB-30 como patrén interno de
inyeccion. Los resultados obtenidos (sefiales relativas al patrdn interno), se representan en la figura
1.21.

Figura 1.21. Estabilidad temporal de los analitos sililados en el extracto de una muestra de polvo.

BMDial ODia2 EBDa3 ©BDia6 BDia7 BDia9

Sefial relativa PCB-30

MeP EtP (Areas X 2) PrP (Areas X 2) BuP (Areas X 2) TCS

Como se muestra en la figura anterior, los compuestos derivatizados en acetonitrilo fueron
estables, al menos durante 9 dias, lo que permite su re-inyeccion en caso necesario.
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1.4.3. Caracterizacion del método analitico

El método propuesto para la extraccién de parabenes y triclosdn en muestras de polvo
englobd una preparacién de la muestra sencilla basada en la dispersion de la matriz en fase sdlida,
con una etapa previa de lavado para eliminar especies poco polares y posterior extraccion de los
analitos con 10 mL de acetonitrilo (figura 1.22). Este extracto fue concentrado a 1 mL y una fraccién
del mismo (0.5 mL) sililado en las condiciones descritas en el apartado anterior. La figura 1.22
muestra un esquema del método propuesto.

Figura 1.22. Esquema de extraccion-derivatizacion en MSPD.

0.5 g de muestra
dispersada con 1.25

C<=—-
. gde C18y 0.5 gde
Fritas de -
polietileno -\
- 2 g de Florisil

Lavado: 10 mL DCM Extraccién: 10 mL ACN

Residuos

Concentrar a 1 mLy filtrar
con filtros de 0.22 um

Derivatizar 0.5 mL con 0.1 mL
MTBSTFA a 452C durante 5 min

Una vez optimizada la preparacion de las muestras empleando MSPD se procedidé a la
caracterizacion analitica del método desarrollado.

1.4.3.1. Caracterizacion del método de determinacion (GC-MS/MS): linealidad, repetibilidad
y LOQs

Para evaluar el rango de respuesta lineal del sistema GC-MS/MS se prepararon patrones con
concentraciones comprendidas entre 2 y 1500 ng/ml, inyectandolos por triplicado. La
representacion de las areas de pico frente a concentracidén proporciond rectas con coeficientes de
determinacion (RZ) comprendidos entre 0.996 y 0.999. La repetibilidad de inyeccion se evalud
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mediante inyecciones consecutivas de un patréon de 5 ng/mL. Los coeficientes de variacion para
todos los compuestos fueron inferiores al 9 %. Por ultimo, los limites de cuantificacién del equipo
fueron estimados con la inyeccidn de patrones de concentraciones en un rango de 0.5 y 5 ng/mL,
obteniendo valores inferiores a 1 ng/mL para la mayoria de los compuestos. En la tabla 1.12 se
resumen estos resultados.

Tabla 1.12. Caracteristicas del sistema de medida (GC-MS/MS) para patrones sililados en acetonitrilo.
Columna HP5-MS.

MeP EtP PrP BuP TCS
“”e(;’z")d"d 0.999 0.998 0.996 0.996 0.999
" Repetibillidad (% 55 . 39 es o 63
_._.RSD,n=6) e -
toa 0.5 13 03 0.3 0.7
(ng/mL)
*HP5-MS

En conjunto, estos datos son equivalentes a los presentados en la tabla I.7 para los mismos
compuestos, empleando también GC-MS/MS como técnica de determinacidn, a pesar de que se
utilizaron dos columnas y dos sistemas de GC-MS/MS fisicamente diferentes, el disolvente y las
condiciones de derivatizacion fueron distintos.

1.4.3.2. Exactitud, precision y limites de cuantificacion del método

La precision del método analitico se evalud considerando las desviaciones estandar relativas
correspondientes a la extraccion de una muestra de polvo en un mismo dia (repetibilidad) y en dias
consecutivos (reproducibilidad). Los resultados obtenidos mostraron coeficientes de variacion, en
condiciones de repetibilidad y reproducibilidad, inferiores al 13 %.

Los limites de cuantificacion del método fueron estimados considerando el factor de
concentracion obtenido (0.5 g de muestra, 1 mL de extracto final) y los LOQs del sistema GC-MS/MS.
Los valores obtenidos oscilaron entre 0.6 y 2.6 ng/g (tabla 1.13). De nuevo no se observaron
problemas de contaminacién en los blancos del proceso.

Para el estudio de exactitud se llevaron a cabo dos series de experimentos. En la primera, se

utilizaron muestras discretas de polvo, con bajos contenidos de los analitos, fortificadas con una
concentracion conocida de los compuestos estudiados. Las recuperaciones fueron calculadas
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dividiendo la diferencia de concentraciones para muestras con y sin adicion, entre el valor afiadido.
Los resultados obtenidos, expresados como porcentaje, oscilan entre 84 % para el BuP y 114 % para
el MeP. Los coeficientes de variacion asociados fueron inferiores al 10 %, tabla 1.13.

Tabla 1.13. Repetibilidad, reproducibilidad, LOQs y recuperaciones para la metodologia desarrollada.

Recuperacion + SD

Analito Repetibilidad (% Reproducibilidad (% L0Q (ng/e) 50 ng/g PBs 300 ng/g PBs
RSD, n=4)? RSD, n=12)?

300 ng/g TCS 700 ng/g TCS
MeP 4.7 8.6 1.3 11449 10213
EtP 4.5 4.4 2.6 8710 9015
PrP 3.4 2.8 0.6 937 98+5
BuP 5.3 4.4 0.7 8414 8414
TCS 6.0 13.0 1.5 108t6 10215

®Para estos estudios la muestra de polvo fue fortificada con EtP y BuP a nivel de 300 ng/g

En la segunda serie de experimentos, se compararon los resultados obtenidos para la
extraccién de fracciones de una misma muestra de polvo, sin adicién de los compuestos, con MSPD
frente a Soxhlet, como método de referencia, y la metodologia de PLE desarrollada en la primera
parte de este capitulo. La extraccion Soxhlet se realizd con 75 mL de acetonitrilo durante 12 horas.
Los resultados obtenidos para PLE y Soxhlet, expresados como recuperaciones frente a la
concentracion obtenida usando MSPD, se presentan en la tabla 1.14. MSPD proporciond valores
analogos a PLE y Soxhlet, siendo la primera técnica mas sencilla y menos costosa, ademas de
requerir un menor consumo de disolventes.

Tabla 1.14. Recuperaciones relativas (%) proporcionadas por Soxhlet y PLE frente al método de MSPD
desarrollado.

MeP EtP PrP BuP TCS
Soxhlet 99+4 11146 89+11 100+4 113+16
PLE 12443 116+1 1034 104+2 95+12
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1.5. Analisis de muestras reales

Empleando las dos metodologias desarrolladas en este capitulo se analizaron varias

muestras de polvo procedentes de edificios publicos (2, 3 y 11) y viviendas particulares (restantes).

Los resultados obtenidos se muestran en la tabla I.15, junto con el contenido de carbono organico

(TOC) de algunas de ellas.

Tabla 1.15. Niveles de parabenes y triclosdn en muestras de polvo (fraccién inferior a 60 um)

procedentes de viviendas particulares y edificios publicos (N=3).

Cddigo TOC (%) Extraccion

1 18
2 14
3 19
4 27
5 33
6 30
7 20
8 23
9 34
10 22
11 18
12 -
13 20
14 23
15 24
16 25
17 -
18 -
19 -
20 -

PLE
PLE
PLE
PLE
PLE
PLE
PLE
PLE
PLE
PLE
MSPD
MSPD
MSPD
MSPD
MSPD
MSPD
MSPD
MSPD
MSPD
MSPD
Mdximo
Minimo
Media

MeP
40941
112410
242+12
493+30
133545
1640+22
138+17
878+12
1092+127
328+26
190441
442189
68+21
783+78
608+58
4708
577+17
89+10
194428
973%22
1640
68
553

Concentracion + SD (ng/g)

EtP
43+2
1743
553+6
108+3
346+16
304+13
1242
525+19
16219
46+3
225
67113
5+1
370412
8416
23+2
12316
28732
48+4
5618
553
5
160

PrP BuP
216114 34+2
3615 161
21048 43+4
17615  134+1
83675 213+28
83419 24516
12+1 nd
724428 178%16
762175 74%10
235+20 106%3
22031  29#4
396+75 5148
4+1 1+1
529426 188*11
466122  99+1
429+15  35#1
540438 211+11
162+20 2816
248+27 1543
1052+34 10143
1052 245
4 1
404 95

251450
2548
1228+223
24444426
660+25
1100431
569+18
17244241
1253+107
90+3
299+13
284+45
601+1
21794175
853+36
465423
957474
23949
584468
444+9
2444
25
812

nd: por debajo LOQ
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En todas las muestras analizadas, aparecen los parabenes y el triclosan con excepcion de la
muestra nimero 7, en la cual no se ha podido cuantificar el BuP. Los niveles promedio de los
compuestos en las muestras de polvo decrecen en el orden TCS>MeP>PrP>EtP>BuP, de modo que su
concentracion, al menos en el caso de los parabenes, guarda cierta relacién con los porcentajes
relativos de estos compuestos en los productos de cuidado personal. Las muestras 2, 3 y 11
corresponden a edificios publicos. Las concentraciones de los compuestos estudiados en estas
muestras son inferiores que los existentes en viviendas particulares. La presencia de TCS y parabenes
en polvo puede estar asociada a derrames de productos cosméticos que los contienen en su
formulacidn, células epiteliales y, en el caso del triclosan, difusion desde textiles y otras superficies
tratadas con este bactericida. En algunas muestras, el TCS que se encuentra a niveles préoximos a los
medidos en los lodos (tabla 1.12, capitulo IV) y podria justificar la presencia de este compuesto en
fluidos bioldgicos de humanos que han declarado no usar PPCPs conteniendo TCS [Allmyr M; 2006].

244



CAPITULO VI






MSPD aplicada a la extraccion de TCS y MTCS en pescado y alimentos

I. DETERMINACION DE TRICLOSAN Y METILTRICLOSAN EN MUESTRAS DE MATERIAL
BIOLOGICO

1.1. Introduccién

1.1.1. Antecedentes bibliograficos

El uso continuo de triclosan (TCS) en productos de cuidado personal y otros materiales de
uso cotidiano provoca su descarga en el medio acuatico. Las aguas residuales asi como los lodos de
depuradora, tal como hemos visto en los capitulos Il y IV, son los principales vectores de
introduccién de este compuesto en el medio ambiente. El triclosan, una vez ha alcanzado el medio
acuatico, puede ser transformado por los organismos dando lugar al producto de biometilacién del
mismo, el metiltriclosan (MTCS) [Balmer ME; 2004], el cual a diferencia del TCS no es susceptible de
eliminarse a través de procesos de fotodegradacion [Aranami K; 2007][Mezcua M; 2004][Lindstrom
A; 2002].

Tanto TCS como MTCS presentan una elevada lipofilidad (logK 4.8 y 5.4 respectivamente)
lo que hace posible su acumulacién en matrices de naturaleza orgdnica. De hecho, la concentracion
de ambos compuestos en los sélidos (lodos y sedimentos) es muy superior que en el agua [Bester K;
2003]. En algas, se han detectado factores de bioacumulacion de hasta 1000 veces [Coogan MA;
2007]. También se han encontrado ambos compuestos en musculo [Balmer ME; 2004 y 2005], bilis
[Adolfsson-Erici M; 2002][Houtman CJ; 2004] y plasma de pescado [Valters K; 2005][Alaee M;
2003], de modo que el riesgo de entrada de ambas especies en la cadena trofica es considerable. La
rapidez con la que se produce la bioacumulaciéon de TCS y MTCS se ha puesto de manifiesto en
experimentos con caracoles de agua dulce, expuestos durante dos semanas a agua de un lago con
concentraciones medias de TCS y MTCS de 100 ng/L y 41 ng/L, respectivamente. La concentracién de
TCS en estos organismos aumento diez veces, mientras que el factor de bioacumulacién fue de 50
veces para el MTCS [Coogan MA; 2008].

Por otro lado, la incorporacion del TCS como agente bactericida en polimeros y productos
de cuidado personal (por ejemplo, pasta de dientes, jabones,...) se ha convertido en una de los
principales vias de exposicion humana a este compuesto. La formulacion conocida como Microban®
es anadida a diferentes superficies tales como tableros de corte, films protectores, utensilios y
encimeras de cocina e incluso suelos en industrias dedicadas al procesado de alimentos
[http://www.silestone.com][http://www.microban.com], para proporcionarle propiedades
antibacterianas. Dado que los alimentos estan en contacto con estas superficies, es factible que se
produzca la migracion del aditivo (TCS) a los alimentos, principalmente a aquellos con altos
contenidos en materia grasa [Moretro T; 2006][Sanches-Silva A; 2005][Chung D; 2003].
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En este capitulo de la Tesis Doctoral se describe la optimizacidon un procedimiento para la
extraccidon de TCS y MTCS en pescado y en alimentos grasos, aplicable a su determinacidon en peces,
y valida también para estudiar la posible migracion del TCS desde las superficies tratadas con este
bactericida a los alimentos en contacto con las mismas.

Con respecto a las metodologias descritas en la bibliografia para el andlisis de TCS en
muestras bioldgicas, todas ellas presentan una elevada complejidad debido a la dificultad inherente
de la matriz. La presencia de macromoléculas y grasas en las muestras hace necesario aplicar
técnicas de purificacion, que no siempre estdn al alcance de todos los laboratorios o que
simplemente son poco sostenibles. De nuevo, la cromatografia de permeacion en gel (GPC) ha sido
utilizada por diferentes autores para purificar extractos con contenidos en grasas relativamente
elevados [Valters K; 2005][Balmer ME; 2004]. Otras técnicas menos complejas, se basan en la
mineralizacién (oxidacidn) de las grasas con acido sulfirico adicionado directamente al extracto
[Adolfsson-Erici M; 2002], o impregnado sobre particulas de silica [Valters K; 2005]. En ninguna de
estas aplicaciones, la etapa de clean-up se han integrado en el proceso de extraccién dando lugar a
métodos complejos, largos y por tanto, propensos a errores, tabla I.1.

Tabla 1.1. Metodologias de preparacion de muestra para la determinacion de triclosan y

metiltriclosan en matrices bioldgicas y alimentos.

Analitos y o » LOD RSD
. Procedimiento Deteccion
matriz (ng/g) (%)
MTCS y filtros LLE de 10-25 g de grasa con 100 mL de agua ultrapura, 2
solares en mL de oxalato potasico al 35 %, 100 mL etanol, 50 mL
grasa de dietiléter y 70 mL de pentano. Recoger FO y realizar GPC GC-MS 2 - - (1)

(Biobeads S-X8), eluir con ciclohexano:AcOEt 1:1,a 5
pescado mL/min. Evaporar a 1 mL, limpieza con 5 g de silica.

MTCS y filtros Mezclar 20 g de musculo de pescado con Na,SO,. Extraer

solares en con DCM:Hexano (1:1). Purificar usando GPC (Biobeads S- GC-MS 3 B _ 2)
musculo de X3), eluir con DCM:ciclohexano (35:65), a 3 mL/min.
pescado Evaporar a 1 mL, limpieza con 5 g de silica.

Desnaturalizar 4 g de plasma con 1 mLHCI6 My 3 mL
isopropanol. LLE 3 x 3 mL de MTBE:Hexano (1:1). Recoger

PB'DES v FO y afiadir NaOH 50 % en MeOH. Separacion de FA (TCSy
derivados, OH-BDEs) y FO (BDEs, MeO-BDE y MTCS). Acidificar FA y
TCSy MTCS re-extraer a medio organico. Secar con Na,SO, y GC-MS - - >85 (3)

en plasma de derivatizar con diazometano y purificar con 8 g de Florisil.
La FO se purifica con 5 g de silica conteniendo 22 % de
H,S0,, eluyendo 50 mL de DCM:Hexano (1:1). Concentrar
ambas fracciones a 0.1 mL.

pescado
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. . o o, LOD RSD
Analitos y matriz Procedimiento Deteccion

(ng/g) (%)

Mezclar 25 g de muestra con 100 g de Na,SO, y 150
mL de DCM:hexano (1:1). Afadir 13Cu—PCB—77 como
MTCS en musculo surrogado. Trasvasar a columna de vidrio, eluir con 76-
200 mL de mezcla. Concentrar para determinar GC-MS 3 - 108 (4)
residuo lipidico y realizar GPC (Phenomenex
EnviroSep-ABC Guard). Eluir los analitos con
______________________________ DCM:Hexano (35:65)a3mi/min. . _ .
PLE de 5 g de muestra mezclado con 10 g de
hidromatrix. Ciclohexano:DCM (1:1) a T2 Amb. y 1500
MTCS en misculo ps en 3 ciclos de 9 min. Adicién de *C1,-PCB-77y GPC o 1o 3 3 76- ()
de pescado (Phenomenex EnviroSep-ABC Guard) utilizando 108
DCM:Hexano (35:65) a 3 mL/min. Purificar los
__________________________ extractos con 0.8 g desflica (5 % deagua). _

Desnaturalizar 4 g de plasma con 1 mLHCI 6 Ny 3 mL
isopropanol. LLE con 3 X 3 mL de MTBE:Hexano (1:1).

de pescado

TCSy MTCS en Recoger FO y purificar con Florisil. La FA se basifica GC-MS
plasma de pescado con KOH 1M en MeOH 50 % y se extrae con GC-ECD - - - (5)
MTBE:Hexano (1:1) tras la acidificacién. Recoger FO,
secar con Na,SO, y derivatizar con diazometano.
_______________________________ Purificar con silica-H,S04 22%. ..
TCS y otros
contaminantes Tratar 1 g de bilis con B-glucoronidasa vy sulfatasa.
. Realizar la LLE con 2 X 2 mL de DCM. Purificar por GC-MS - - - (6)
estrogénicos en
GPC.
bilis de pescado
Hidrolizar 0.2 g de bilis con 20 pL de B-glucuronidasa
TCS en bilis de en 1 mL de tampdn acetico a pH 5. Incubar 2 horas y
pescado afiadir 2 mL de agua y realizar LLE con 2 X 3 mL de GC-MS - - - (7
Hexano:MTBE (2:1). Evaporar las FO a sequedad y
__________________________________ reconstituircon ACOBt. _
LLE de 10 mL de leche con 10 mL de 4cido formico y 2
X 2 mL de hexano. Concentrar a sequedad la FO.
Reconstituir con 2 mL de hexano y realizar LLE con 2
TCS en leche mL de KOH 0.5 M en 50 % EtOH y 2 X 3 mL de hexano. GC-MS 3 N 3 )
materna Afadir 1 mLde HCl 1 My LLE con 2 X 3 mL de
Hexano:MTBE (9:1). Evaporar la FO a sequedad,
redisolver en 2 mL hexano y afiadir H,SO,. Evaporar la
____________________________ FOyderivatizar con anhidrido acético._ _ _ |
Mezclar 2 g de algas con 35 g de Na,SO,, afiadir
TCS, MTCS y TCC patrones internos marcados isotopicamente, y LC-MSy 80-
realizar extraccion Soxhlet durante 6 horas con 100 5-10 11.2 (8)
en algas GC-MS 107

mL de DCM. Evaporar a 5 mLy eliminar lipidos
mediante GPC, concentrando a 0.1-1 mL.
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Analitos y LOD

. Procedimiento Deteccion
matriz (ng/g)
Hidrolizar 3-5 g de muestra, conteniendo 13C12—TCS como
surrogado, con H,SO, 9M a 602C durante 30 min. Enfriar
y LLE con 6 y 4 mL de hexano:acetona (9:1). Aiadir 2 mL

TCSen KOH 0.5 M en EtOH 50 %. Acidificar FAcon 1mLHCI2 M, ~ GCECD ) o0
plasmay y extraer con 4y 2 mL de hexano:acetona (9:1). Tratar la GC- 0.018 - 95 (9)(10)
leche humana FO con 4 mL de H,SO, 13.7 M y reextraer con 2 mL de NCI/MS ’

hexano:acetona (9:1). Combinar las fases orgénicas,
concentrar y convertir en derivados
oo .. Pentafluorbencilados. .
Zumo de naranja: LLE de 10 g con 3 x 10 mL de hexano,
agitar 10 minutos. Combinar FO y concentrar a

sequedad. Redisolver en 10 mL de ACN 90 %.

TCS en Pollo: Mezclar 10 g + 10 mL hexano + 2 mL ACN, agitar
alimentos 10 minutos. LLE con 2 X 10 mL h?x?no. Combinary Lc-uv 25 N 83- (11)
. concentrar a sequedad. Reconstituir con ACN 90 %. LC-MS 112
varios Queso: LLE de 10 g con 3 X 10 mL de hexano durante 10
minutos. Concentrar FO a sequedad y afiadir al residuo
graso 2 x 10 mL de ACN. Evaporar el ACN y reconstituir
______________________________ conlOmideACNSO%.
Hidrolizar con enzimas 0.1 mL de orina en un medio
TGS, tamponado en acetato amonico, incubando toda la
clorofenoles 'y noche a 372C. Diluir con 0.8 mL de 4cido férmico y LC-MS/MS 6 - - (12)
otros en orina centrifugar. Realizar la SPE con cartuchos de C18,

eluyendo con MeOH:H,0 (1:1).

(1) Buser HR, 2006; (2) Balmer ME, 2005; (3) Valters K, 2005; (4) Balmer ME, 2004; (5) Alaee M, 2003; (6) Houtman CJ, 2004;
(7) Adolfsson-Erici M, 2002; (8) Coogan MA, 2007; (9) Allmyr M, 2006 A; (10) Allmyr M, 2006 B ; (11) Sanches-Silva A, 2005;
(12) Ye X, 2005.

En nuestro trabajo se eligié la dispersién de la matriz en fase sélida (MSPD) como técnica de
extraccion, incorporando en la parte inferior de los cartuchos diferentes adsorbentes con objeto de
purificar los extractos primarios. De este modo, se integro la extraccion y la etapa de clean-up en el
mismo paso, siguiendo una estrategia similar a la aplicada a muestras de polvo. Los objetivos basicos
del método desarrollado fueron: maximizar los niveles de TCS y MTCS en los extractos y minimizar el
residuo lipidico de los mismos.

1.1.2. Determinacion de contenido graso de las muestras. Método Bligh & Dyer

La determinaciéon del contenido graso de las muestras consideradas en este estudio:
musculo de salmén (Salmo salar) y de trucha (Oncorhynchuss mykys), fiambres y quesos, se ha
realizado con el denominado método de Bligh & Dyer [Jensen S; 2003][Smedes F; 1996]. En un
embudo de decantacidn, se introdujeron 2.5 g de muestra junto con 10 mL de metanol y 5 mL de
cloroformo. Después de agitar el embudo durante varios minutos, se afiadieron otros 5 mL de
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cloroformo y se volvid a agitar otros 2 minutos. Pasado este tiempo, se afiadieron 10 mL de agua
ultrapura agitando de nuevo la mezcla. Tras la separacion de ambas fases, se recogid la fase
organica situada en la parte inferior del embudo. La fase acuosa se volvié a extraer con una mezcla
de metanol:cloroformo (1:9), recogiendo nuevamente la fase organica y mezclandola con la anterior.
El extracto orgdnico combinado se concentrd a un volumen de, aproximadamente, 0.5 mL y se
trasvasd a un vial previamente pesado, concentrandolo a sequedad hasta peso constante. La
variacién en la masa del vial corresponde al contenido en grasa de la muestra. Los porcentajes de
grasa correspondientes a trucha y salmén frescos y liofilizados se muestran en la tabla I.2.

Tabla I.2. Contenido graso de las muestras de pescado utilizadas para optimizar la metodologia de
extraccion de triclosdn y metiltriclosdn.

Salmén fresco Trucha fresca Salmon liofilizado Trucha liofilizada

17.9% 6.2% 58.8% 31.0%

1.1.3. Condiciones instrumentales de medida

La determinacion de TCS y MTCS en matrices bioldgicas exige una alta sensibilidad y
selectividad en la etapa de medida. De nuevo, se selecciond la cromatografia de gases acoplada a la
espectrometria de masas en tandem como técnica de deteccidn y cuantificaciéon de los compuestos.
Las condiciones instrumentales de medida se resumen en la tabla I.3.

Tabla 1.3. Condiciones de GC-MS/MS para la determinacion de triclosdn y metiltriclosdn en los

extractos de muestras bioldgicas y alimentarias.

Nivel de
1 16n precursor  lones producto Amplitud de .
Compuesto Tr (min) o almacenamiento
(m/z) (m/z) excitacion (V)
(m/z)
MTCS 21.18 304 232,252,254 1.50 130
TCS 23.29 347 200, 310 1.50 140
*HP5-MS

Los espectros de MS/MS, correspondientes a TCS y MTCS, se muestran en la figura I.1. La
fragmentacion del triclosan, tal como se ha descrito en el capitulo IV, consiste en la pérdida de un
atomo de Cl y la ruptura del enlace éter. Para el metiltriclosan se observa la pérdida de CH5Cl y 2
atomos de Cl, dando lugar a los fragmentos 252+254 y 232+234 con la relacion isotépica
correspondiente a especies conteniendo 1y 2 atomos de cloro.
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Figura I.1. Espectros de MS/MS para el MTCS y el TCS.
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1.2. MSPD con retencion de lipidos

Las muestras de pescado liofilizado tienen un alto contenido de grasa, especialmente el
salmén, que puede interferir en la determinacion de los analitos, usando columnas capilares para
cromatografia de gases. En los estudios preliminares, se evalud el porcentaje de grasa (como peso
del residuo después de evaporar a sequedad) existente en los extractos de muestras de salmdn
liofilizado. La técnica de preparacién de muestra usada fue la MSPD considerando acetonitrilo y
acetato de etilo como disolventes de elucidn. Los materiales evaluados como dispersante y co-
adsorbentes fueron C18 (70-230 mesh), Florisil (60-100 mesh), alimina (150 mesh) y silica (230-400
mesh), secados los tres Ultimos a 1302C durante 24 horas. Medio gramo de muestra fue mezclado
con 1 g de sulfato sédico anhidro para eliminar posibles restos de agua que pudiesen quedar en la
matriz. A continuacidn, se dispersd con 2 g del adsorbente seleccionado, en un mortero de vidrio,
hasta obtener un polvo fino y uniforme. En el cuerpo de polipropileno de la jeringa de MSPD, se
depositaron 2 g del co-adsorbente y, a continuacién, la muestra dispersada. Se eluyeron 15 mL de
acetonitrilo o acetato de etilo. La tabla 1.4 muestra los resultados obtenidos expresados como
cociente entre el peso del residuo seco (obtenido al evaporar los extractos a sequedad) y la masa de
muestra (0.5 g), multiplicado por 100.

Tabla 1.4. Porcentaje de lipidos en los extractos de salmon (0.5 g de muestra liofilizada) considerando
distintas combinaciones de adsorbentes y disolventes de elucion en el proceso de MSPD.

. Eluyente
Dispersante (2 g) Co-adsorbente (2 g)
Acetonitrilo Acetato de etilo

C18 Cc18 0.96 % -
Cc18 Florisil 2.80% 37.60 %
Cc18 Alimina 2.90 % 34.29 %
C18 Silica 3.05% 32.30%
Florisil Cc18 0.29% 35.10 %
Alumina Cc18 0.42 % 32.90 %
Silica C18 0.97 % 4411 %

Como se observa en la tabla anterior, la utilizacién de acetato de etilo condujo a extractos
con contenidos en grasa mucho mas elevados que el acetonitrilo. Para este disolvente, la
combinacién de un adsorbente en fase normal como agente dispersante y C18 como co-adsorbente
proporcioné mejores resultados frente a la situacidn inversa. Este comportamiento ya habia sido
descrito por Pensado y colaboradores [Pensado L; 2005] en la determinacién de PAHs en musculo de
salmén y rodaballo. De todos modos, en la mejor de las situaciones (Florisil como dispersante y C18
como co-adsorbente), la cantidad de grasa en extracto (equivalente a 1.5 mg) sigue siendo un valor
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elevado que puede mermar en gran medida la vida util de la columna, asi como crear problemas en
el andlisis cromatografico. En experimentos posteriores con salman liofilizado, se aumentd la masa
de C18 usado como co-adsorbente para intentar reducir los niveles de lipidos en los extractos.
También se utilizaron co-adsorbentes de limpieza mixtos, es decir, combinaciones de C18 con Florisil.
Los resultados obtenidos, se muestran en la siguiente tabla (tabla I.5).

Tabla 1.5. Residuo graso en los extractos de salmon liofilizado usando Florisil como agente
dispersante y C18 6 C18-Florisil como co-adsorbente en distintas cantidades.

Dispersante Co-adsorbente % residuo
Florisil (2 g) C18(3 g) 0.37
Florisil (2 g) C18 (1 g) + Florisil (2 g) 0.37
Florisil (2 g) C18 (2 g) + Florisil (2 g) 0.32

Dado que el porcentaje de grasa en el extracto se mantuvo practicamente invariable, se
continud trabajando con 2 g de Florisil como dispersante y la misma masa de C18 como co-
adsorbente. En estas condiciones, se evalud el volumen de acetonitrilo necesario para eluir los
analitos de los cartuchos de MSPD. Para ello, se utilizaron dos tipos de muestra con distinto
contenido graso: salmén y trucha. En ambos casos, 0.5 g de muestra fueron dispersados con 1 g de
sulfato sédico anhidro y 2 g de Florisil en un mortero para, a continuacion, transferirlos a cartuchos
de MSPD conteniendo como co-adsorbente 2 g de C18. De cada cartucho se recogieron fracciones
consecutivas de 5 mL, concentrandolas a 2 mL y derivatizando una alicuota de 0.5 mL con 100 pL de
MTBSTFA en las condiciones descritas para las muestras de polvo. Los resultados obtenidos se

muestran en la figura 1.2.

Figura 1.2. Extraccion con acetonitrilo (fracciones de 5 mL) de TCS y MTCS en muestras de trucha y

salmoan liofilizado.

BMTCS OTCS

120% 7
100% 7
80% A
60% T
40% 7
20% -
0%
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Como se puede apreciar en la figura anterior, el metiltriclosan se recuperé con 5 mL de
disolvente, mientras que la distribucion del triclosan en las fracciones sucesivas de acetonitrilo
dependid de la matriz considerada, seleccionando finalmente 15 mL de este disolvente. En estas
condiciones, se evalud la recuperacidn obtenida para una muestra de salmoén con adicion de los
analitos a nivel de 300 ng/g. El extracto, una vez concentrado a 5 mL, fue derivatizado con 100 pL de
MTBSTFA previamente a su inyecciéon en GC-MS. Las recuperaciones obtenidas, para n=3, fueron de
97.0+11 %y 99.1+13 % para MTCS y TCS, respectivamente.

La figura 1.3 muestra el cromatograma de GC-MS (TIC) correspondiente a uno de los
extractos. Los picos mas intensos que aparecen en el mismo fueron identificados por comparacién
con la libreria NIST, como derivados tert-butildimetilsililados de acidos grasos saturados e
insaturados.

Figura 1.3. Cromatograma de GC-MS (TIC) para una muestra de salmdn con adicion de TCS y MTCS a
nivel de 300 ng/g. Los picos nombrados como C8 a C18 corresponden a los derivados sililados de
dcidos grasos con el numero de carbonos indicado.
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Debido a la presencia de niveles significativos de acidos grasos en los extractos, se planted
la posibilidad de llevar a cabo una etapa de purificacién off-line de los mismos con cartuchos
comerciales (500 mg) de diferentes adsorbentes en fase normal (Florisil, silica, alimina), asi como de
aminas primarias-secundarias (PSA), material recomendado para la eliminacién de acidos grasos en
extractos de aceites y aceitunas [Garcia-Reyes JF; 2007]. Para llevar a cabo este estudio se preparé
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un pool de extractos de muestras de salmdén. Alicuotas de 0.5 mL se depositaron en cartuchos
comerciales, conteniendo 0.5 g de los adsorbentes anteriores, eluyendo 5 mL de acetonitrilo, que
posteriormente fueron concentrados a sequedad para determinar el residuo graso. Los resultados
obtenidos mostraron que la limpieza off-line, no proporciond una mejora sustancial en el contenido
en lipidos de los extractos finales ya que, en el caso de muestras de salmén liofilizado, estos todavia

contienen del orden de 0.8 mg de lipidos, tabla I.6.

Tabla 1.6. Porcentaje de lipidos eliminados en la etapa adicional de limpieza off-line.
Silica Florisil Alumina PSA

% eliminacion 54.9 60.7 41.2 38.9
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1.3. MSPD con eliminacion de lipidos

Una alternativa a las estrategias de purificacién descritas anteriormente es el uso de
materiales en fase normal impregnados con un acido. En concreto, la utilizacidn de silica impregnada
con un 44 % de acido sulfurico, ha permitido obtener extractos completamente libres de lipidos en la
determinacién de PCBs y PBDEs en muestras bioldgicas [Carro AM; 2005][Martinez A; 2005]. Los
mayores problemas derivados del empleo de este tipo de co-adsorbentes son la destruccién de los
analitos o la retencién de los mismos en la capa de carbdn que se genera al oxidar los acidos grasos
[Pensado L; 2005][Wells DE; 1994]. En el caso del triclosan y el metiltriclosan sélo se ha encontrado
una referencia en la cual se utiliza la silica impregnada con &cido sulfurico, al 22 % (p/p), para
purificar los extractos obtenidos mediante la extraccién liquido-liquido de plasma de pescado [Alaee
M; 2003].

En una primera aproximacion a la optimizacién de esta segunda estrategia, se realizd una
MSPD de una muestra de salmén liofilizado en las siguientes condiciones: 0.5 g de muestra se
homogeneizaron con 2 g de sulfato sddico anhidro y 1.5 g de silica (activada a 1302C durante 24
horas) en un mortero de vidrio. En el cartucho de MSPD se depositaron previamente 3 g de silica
impregnada con un 10 % (p/p) de H,SO,. Esta se preparé mezclando silica activada (1302C durante
24 horas) con el correspondiente volumen de acido sulfurico concentrado. Una vez homogeneizada,
se introdujo de nuevo en una estufa a 1102C durante 12 horas, almacenandola posteriormente en un
desecador.

El cartucho de MSPD fue eluido con 15 mL de diclorometano, concentrandolo
posteriormente a sequedad. El residuo fue aproximadamente 5-6 veces inferior al obtenido con la
metodologia descrita en el apartado anterior (0.05-0.06 % de la masa de la muestra). Por otra parte,
se confirmé que el triclosan y el metiltriclosdan son capaces de resistir el proceso oxidativo,
obteniendo sefiales del mismo orden de magnitud que las correspondientes al patron de adicidn
utilizado para fortificar la muestra. El cromatograma de GC-MS, para una muestra de salmoén (figura
I.4), mostré una complejidad inferior al presentado en la figura 1.3, en donde los acidos grasos eran
co-extraidos junto con nuestros analitos. En base a estos resultados, se procedié a la optimizacion de
las condiciones de extraccién usando MSPD con oxidacion quimica del residuo graso sobre silica
acida.
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Figura 1.4. Cromatograma de GC-MS (TIC) para un extracto en diclorometano utilizando como co-
adsorbente silica dcida (10 % de H,S0, p/p). Salmdn liofilizado conteniendo 300 ng/g de TCS y MTCS.

kCts

100

75—

TCS

¥

25—

15.0 175 20.0 225 25.0
minutos

1.3.1. Porcentaje de acido sulfurico en el co-adsorbente

El primer parametro optimizado fue la concentracién de acido sulfurico (5, 10, 20 % p/p)
necesaria para oxidar por completo los lipidos presentes en la matriz, sin afectar a la estabilidad de
los compuestos estudiados. Para la realizacién de este estudio, muestras de 0.5 g de salmdn
liofilizado, con adicidn de 300 ng/g de MTCS y TCS, fueron dispersadas en un mortero de vidrio con 2
g de sulfato sédico anhidro y 1.5 g de silica activada. En la parte inferior del cartucho de MSPD se
depositaron 3 g de silica acida con porcentajes variables de acido sulfdrico. Dado que el
diclorometano fue capaz de extraer el TCS y el MTCS, se utilizd como disolvente de elucidn,
recogiendo voliumenes de 15 mL y concentrandolos posteriormente a 1 mL. Una alicuota de 0.5 mL
se empled para la determinacién de residuo sélido, mientras que la otra porcion fue evaporada a
sequedad y reconstituida con 0.5 mL de acetato de etilo, para ser derivatizada e inyectada en el
cromatégrafo de gases. La respuesta obtenida para ambos compuestos se mantuvo constante
independientemente de la cantidad de acido sulfurico afiadida a la silica, figura I.5. Estos datos
sugieren que los compuestos, ademas de ser estables en condiciones altamente oxidantes, no son
retenidos en la capa de carbdn que se forma debido a la oxidacidn de los lipidos, como se describid
para los PAHs [Pensado L; 2005]. Con respecto al residuo lipidico presente en el extracto final, se
aprecidé una ligera disminucidon cuando se aumenté la concentracion de acido de 5 % a 10 %, sin
embargo, entre 10 % y 20 % los resultados fueron idénticos, por lo que se decidié emplear silica
impregnada con un 10 % de acido sulfurico en experimentos posteriores.
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Figura 1.5. Influencia de la concentracion de dcido sulfurico en las respuestas obtenidas para MTCS y
TCS. Datos para salmon liofilizado (N=3 réplicas).
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1.3.2. Tipo y volumen de extractante

Se evalud la eficacia de extraccion usando disolventes con polaridades crecientes: hexano,
cloroformo y diclorometano. Disolventes de mayor polaridad, como el acetato de etilo, el metanol o
acetonitrilo, no fueron considerados puesto que proporcionan extractos acidos al romper las
interacciones existentes entre la silica y el acido sulfurico. El perfil de elucién de TCS y MTCS para
cada uno de los disolventes anteriores, fue estudiado con tres matrices que presentan distintos
contenidos de materia grasa (m.g.): salmén liofilizado (59 % de m.g.), trucha liofilizada (31 % m.g.) y
queso (40 % m.g.), todas ellos con adicion de MTCS y TCS a nivel de 300 ng/g.

Para cada muestra y disolvente, se eluyeron fracciones consecutivas de 5 mL, las cuales
fueron evaporadas a sequedad y reconstituidas posteriormente con 1 mL de acetato de etilo.
Después de su derivatizacion, se inyectaron en GC-MS/MS, obteniendo los resultados mostrados en
la figura 1.6.

El hexano no fue capaz de extraer ni el TCS ni el MTCS del cartucho de MSPD, a diferencia
del diclorometano y del cloroformo. Para las tres matrices consideradas, el MTCS fue recuperado con
una unica fraccion de 5 mL de diclorometano o cloroformo. El comportamiento del TCS fue mas
complejo, puesto que su perfil de elucion dependié claramente del tipo de disolvente y de la matriz.
El cloroformo presentd menor poder extractante que el diclorometano, sobre todo para la muestra
de trucha. Este comportamiento se explica en base a la diferencia de polaridades entre ambos
compuestos (MTCS y TCS) y el coeficiente de particién octanol-agua de los disolventes utilizados. El
analito mas lipofilico (MTCS) se recuperd con 5 mL de ambos disolventes. El TCS, ligeramente mas
polar, presenté una mayor afinidad por el diclorometano (log K, 1.19) que por el cloroformo (log
Kow 1.76).
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Figura 1.6. Distribucion de TCS y MTCS en fracciones consecutivas de diclorometano, cloroformo y
hexano (5 mL cada una) para muestras de salmon, trucha y queso (N=3).
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Finalmente, se seleccionaron 10 mL de diclorometano para la extraccion conjunta del MTCS
y del TCS de matrices bioldgicas.

1.3.3. Estabilidad de TCS y MTCS en las muestras con adicion

Un aspecto importante a la hora de llevar a cabo el desarrollo de una metodologia analitica
es evaluar la estabilidad de los compuestos en la matriz, dado que la disminucion en la respuesta
analitica podria confundirse con posibles pérdidas en la etapa de limpieza en condiciones oxidativas.
Ademas, es necesario asegurar que no tiene lugar la metilacion parcial del TCS, durante el
almacenamiento de las muestras.

Para investigar este aspecto, se fortificaron muestras de trucha liofilizada, a nivel de 300
ng/g, usando una disolucién patrén de los analitos en acetona. Se dejo evaporar la acetona (12 horas
en campana) y se evaluaron las recuperaciones obtenidas en funcién de las condiciones de
almacenamiento descritas en la tabla I.7.

Como se puede comprobar en los resultados obtenidos, no hay diferencias significativas
para los experimentos 1, 2 y 3, si bien es cierto que, la recuperacion para el MTCS fue mayor que
para el TCS. Para evaluar si es posible que se produzca biometilacion del triclosan durante la etapa
de almacenamiento, se repitieron los experimentos 2 y 3 fortificando las muestras sélo con TCS. Los
resultados obtenidos, muestras 4 y 5, reflejaron que no hay conversidn de TCS en MTCS, ademas las
recuperaciones estuvieron proximas al 100 % en ambos experimentos.

260



MSPD con eliminacién de lipidos aplicada a la extraccién de TCS y MTCS

Tabla I.7. Recuperaciones para muestras de trucha, fortificadas a nivel de 300 ng/g, en funcién de las
condiciones de almacenamiento (N=3).

. Condiciones de almacenamiento % Recuperacién + SD
Experimento .
(tiempo, temperatura) MTCS TCS
1 No almacenada® 107.8+7.3 80.0+7.4
2 7 dias, -202C 94.8+8.6 92.1+12.9
3 7 dias, 42C 106.845.5 97.9+7.6
4 7 dias, -202C° n.d. 101.1#3.3
5 7 dias, 42C” n.d. 108.7+2.6

. . . ez be ~ ~ .z . <
®Extraida a las 12 horas de practicar la adicién Sélo se afiadio triclosan

Por lo tanto, se puede concluir que no existen problemas de degradacion, ni de
interconversién entre TCS y MTCS, en muestras de pescado almacenadas a 42C, durante 7 dias.

1.4. Caracterizacion del método analitico

Una vez optimizadas las condiciones de extraccidon de las muestras de material bioldgico
mediante MSPD con eliminacion de lipidos, figura I.7, se procedid a la caracterizacion del método

analitico propuesto.

Figura I.7. Esquema del proceso de extraccion de TCS y MTCS en muestras de material bioldgico.

0.5 g de muestra
dispersadacon1.5g

—
I desilicay 1gde
Fritas de Na,50,
\. E

polietileno 3 g de silica 10 %

(p/p) H,S0,

Concentrar a sequedad,
re-disolver con 1 mL de
AcOEt y filtrar (0.22 um)

Derivatizar 0.5 mL con
0.05 mL MTBSTFA a T2
ambiente durante 5
minutos
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1.4.1. Caracterizacién del método de determinacién (GC-MS/MS): linealidad, repetibilidad
y LOQs

La linealidad en la respuesta del sistema GC-MS/MS fue evaluada inyectando patrones de
triclosan y metiltriclosan preparados en acetato de etilo en concentraciones crecientes desde 2
ng/mL hasta 2 ug/mL. La respuesta se mantuvo lineal en el rango estudiado, obteniendo coeficientes
de determinacion de 0.998 y 0.999 para el MTCS y TCS respectivamente, con una repetibilidad de
inyeccion inferior al 4 %. Los limites de cuantificacion, estimados para una relacidn sefial/ruido de
10, fueron de 0.5 ng/mL para el TCSy 1 ng/mL para el MTCS.

Tabla 1.8. Linealidad, repetibilidad y LOQs de GC-MS/MS para patrones de MTCS y TCS.
Linealidad (R?) ‘Rep. 25 ng/mL (% RSD,n=4) LOQ (ng/mL)

MTCS 0.998 3.4 1
TCS 0.999 3.0 0.5

1.4.2. Exactitud, precision y limites de cuantificacion del método analitico

La eficacia de la metodologia de extraccion propuesta se evalué usando muestras con
distintos contenidos grasos. Las matrices empleadas fueron salmén (59 % m.g.) y trucha (31 % m.g.)
liofilizados y dos alimentos frescos, queso en lonchas (40 % m.g.) y jamén cocido (3 % m. g.). Cada
muestra fue dividida en tres porciones. Dos de ellas fueron enriquecidas con los analitos a dos
concentraciones diferentes: 10 y 50 ng/g. La tercera se usé como blanco. Las muestras, con y sin
adicion, fueron almacenadas a 42C durante una semana. Pasado este tiempo, fueron procesadas
mediante la metodologia desarrollada, al igual que los blancos de proceso. Los resultados obtenidos
mostraron que ninguna de las muestras sin adicidn presentaba sefial de los analitos, a excepcion del
jamon cocido. En la figura 1.8 se observan los cromatogramas para la muestra de jamén con adicidn
(10 ng/g), la muestra sin adicion y un blanco de proceso. En todo caso, los niveles de MTCS y TCS en
la muestra sin adicién fueron inferiores a los LOQs del método.

Las recuperaciones obtenidas para las diferentes matrices estudiadas se presentan en la
tabla 1.9, junto con los respectivos coeficientes de variacidn del proceso analitico. Tal como se puede
comprobar, las recuperaciones oscilaron entre 77 y 120 %, con unos coeficientes de variacién
inferiores al 12 %.
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Figura 1.8. Cromatogramas de GC-MS/MS para jamdn cocido con adicion de 10 ng/g de TCS y MTCS

(C), muestra sin adicion (B) y blanco de proceso (A).
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La variabilidad inter-dia se estudié con una muestra de salmdn liofilizado con adicién de 25
ng/g para ambos analitos, realizando las extracciones en 4 dias consecutivos. Los resultados
obtenidos mostraron reproducibilidades de 4.2 % y 7.2 % para MTCS y TCS, tabla I.9.

Los LOQs para la metodologia desarrollada fueron de 1y 2 ng/g para MTCS y TCS. Estos
valores son del mismo orden que los estimados por Balmer y colaboradores utilizando masas de
muestra de 5-25 g [Balmer ME; 2004].

Tabla 1.9. Recuperaciones (n=4), reproducibilidad (n=12) y LOQs (ng/g) del método propuesto.

% Recuperacién * SD R (% LoQ
epr. (%

Salmén Trucha ueso Jamon
a RSD,n=12) (ng/g)

(59 % m.g.) (31% m.g.) (40 % m.g.) (3% m.g.)

111412 95+11 : 103+12 11047
i

10749 79+4 | 95:9  113%9
|
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En comparacion con otras metodologias existentes en la bibliografia para la determinacion
de triclosan en matrices bioldgicas y alimentos, el método propuesto es superior en relacion al coste
del procedimiento y las recuperaciones obtenidas. Por ejemplo, Allmyr y colaboradores [Allmyr M;
2006 A y B] precisaron de triclosan marcado isotépicamente para compensar pérdidas de hasta un
50 % en la extraccién de TCS en muestras bioldgicas. Por otra parte, las recuperaciones y la
repetibilidad obtenidas son similares a las descritas por Sanches-Silva [Sanches-Silva; 2005] para la
determinacion de triclosan en zumo, pechuga de pollo y queso, aunque los limites de cuantificacidn
de su método son 40 veces superiores al presentado en esta memoria.

1.5. Aplicacion de la metodologia desarrollada

La metodologia descrita se aplicé al andlisis de seis muestras liofilizadas de trucha arco-iris
(Oncorhynchus mykiss), caballa (Scomberomorus cavalla) y mejillon (Mytilus edulis) procedentes de
pequeios rios de la zona de Lugo y estuarios de la Ria de Pontevedra y Vigo, estos ultimos préximos
a una zona industrializada. Ninguna de las muestras de pescado ni de molusco analizadas presenté
niveles de TCS y MTCS por encima de los LOQs del método.

Por otra parte, la presencia de trazas de triclosan en algunas de las muestras de alimentos
en lonchas (figura 1.8), sugieren su posible contaminacion al entrar en contacto directo con
superficies o utensilios que estuviesen tratados con este bactericida (cuchillos, tableros de corte, ...)
o de un modo indirecto, debido al uso de esponjas o bayetas, conteniendo triclosan, para limpieza
de mostradores, tablas de corte y otras superficies en contacto con los alimentos. En los uUltimos
anos, los productos poliméricos anti-microbianos han tenido un gran auge, existiendo un amplio
abanico de utensilios utilizados en la vida diaria que incorporan, dispersados en su estructura,
sustancias con propiedades antimicrobianas como el triclosan. Por ejemplo, el TCS es uno de los
posibles bactericidas que incorpora una conocida patente (Silestone®) de encimeras de cocina y
bafio. Asi pues, se evaludé la posibilidad de que se produzca la migracidon del triclosan desde
materiales sélidos hasta los alimentos en un tiempo de contacto relativamente corto. Para realizar
un estudio preliminar de esta posibilidad, lonchas de dos alimentos (queso y jamdn cocido), con
distinto contenido graso, se pusieron en contacto con un tablero de corte que contiene TCS como
agente bactericida (nivel estimado 245 + 24 ug/g). Cada cierto tiempo, se tomé una porcion de la
muestra de alimento para determinar el contenido de triclosan. Los resultados mostraron que existe
migracion apreciable del compuesto desde las superficies tratadas con este bactericida a los
alimentos, figura 1.9.
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Figura 1.9. Migracion de triclosdn desde una superficie tratada con el bactericida a dos alimentos con

contenidos grasos de 43 % (queso) y 2.5 % (jamdn).
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Como se puede observar en la grafica, la velocidad de migracion del triclosan a los alimentos
depende de la cantidad de materia grasa que estos presentan. El queso, con una cantidad de grasa
muy superior a la del jamén cocido, acumuld concentraciones de triclosdin mayores. Este
comportamiento ya habia sido descrito por Chung y colaboradores [Chung D; 2003] al estudiar la
cinética de migracion del triclosan desde un co-polimero de estireno-acrilato. En su estudio,
simularon distintas condiciones experimentales, poniendo el polimero en contacto con diferentes
disolventes. Usando heptano, el cual representaba alimentos con alto contenido graso, la migracidn
del triclosan tenia lugar de forma mas rapida que empleando una disolucién metanol:agua, la cual
imitaba los alimentos con alto contenido acuoso. En su estudio, tras un tiempo de contacto de 20
horas, el 65 % del triclosan presente en el polimero migraba al heptano.

En nuestro experimento, como se puede observar en la figura 1.9, la migracion ha sido
relativamente rdpida puesto que para tiempos inferiores a 5 minutos, las concentraciones de
triclosan en los alimentos fueron de 40-50 ng/g, equivalentes a un 0.02 % del valor existente en la
superficie sélida. Estos valores aumentaron con el tiempo hasta alcanzar niveles del orden de 700
ng/g, tras 7 horas de contacto, en el caso de la matriz mas grasa. Evidentemente estas
concentraciones (< 1 ug/g) todavia resultan muy inferiores a los contenidos de TCS en productos de
cuidado personal (entre 0.1-0.3 % en pasta de dientes) por lo que su contribucién a la exposicién

humana a este bactericida es baja.
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CONCLUSIONES

En esta seccidn se presentan las conclusiones mas relevantes derivadas de los diferentes
resultados obtenidos en este estudio, relativas a la determinacion y distribucidon de triclosan y
parabenes en varias matrices medioambientales:

DETERMINACION, DISTRIBUCION Y REACTIVIDAD EN MEDIO ACUOSO

I. Aplicaciéon de SPME a la determinacion de triclosan y parabenes en agua

La combinacién de la SPME con una etapa de sililacién on-fiber permite alcanzar limites de
cuantificacion (LOQs) a nivel de los bajos ng/L en la determinacion de TCS y sus derivados, asi como
parabenes en muestras de agua superficial y residual usando GC-MS y GC-MS/MS como técnicas de
medida. La etapa de derivatizacion on-fiber requiere tan sélo diez minutos, pudiendo ser llevada a
cabo a temperatura ambiente. Cabe destacar que las condiciones de sililacion éptimas fueron
comunes para ambos grupos de compuestos.

En relacion a la etapa de concentracion, las mayores eficacias de extraccidén se obtuvieron
utilizando fibras de PA y PDMS-DVB para el TCS y sus derivados, y PA para el caso de parabenes.
Aparte del tipo de fibra, la Unica variable que afecté de manera diferente al rendimiento de la
extraccién para ambas familias de compuestos fue la fuerza idnica del medio. En base a estos
resultados es factible determinar parabenes, TCS y sus derivados (clorofenoles y metiltriclosan) en
muestras de agua de forma conjunta, usando PA como recubrimiento de la fibra de SPME.
Considerando un volumen de muestra de tan sélo 10 mL, y un tiempo de preparacién de 40 minutos,
se pueden alcanzar LOQs suficientemente bajos para la determinacidon de estos bactericidas en
muestras reales de agua superficial y residual, con un rango de respuesta lineal de 3 dérdenes de
magnitud y un rendimiento de extraccion escasamente dependiente del tipo de matriz. La mayor
limitacién del método de SPME es la presencia de niveles moderados de MeP en los blancos de
extraccion.

Il. Concentracion mediante SPE

El uso de cartuchos OASIS HLB®, 60 mg, permitié concentrar volimenes de agua de hasta 2
L en la determinacidn de TCS y parabenes. Después de su retencién sobre el adsorbente, los analitos
pueden recuperarse con sélo 2 mL de acetato de etilo y a continuacidn proceder a su derivatizacion
(sililacidn) sin la necesidad de realizar un cambio de disolvente. En general, los LOQs obtenidos
usando SPE como técnica de concentracion se situaron en el mismo rango de valores que los
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correspondientes a SPME, ademas no se han encontrado problemas de contaminacidn para ninguno
de los compuestos estudiados. Las limitaciones mas importantes del método de SPE son la necesidad
de mayores volimenes de muestra y la introduccién de una etapa adicional de purificacién en el
caso de aguas residuales. De nuevo, seria factible la determinacién conjunta de TCS y parabenes,
usando las condiciones de derivatizacidén algo mas enérgicas que necesitan los segundos.

I1l. Reactividad con cloro libre

Tanto TCS como parabenes presentan una reactividad considerable en contacto con agua, a
pH neutro, conteniendo niveles de cloro libre inferiores a 1 pug/mL. Para los segundos se ha
demostrado que la reaccion tiene lugar también entre agua clorada y productos de cuidado personal
que incluyen parabenes en su formulacion.

TCS y parabenes reaccionan con un exceso de cloro de acuerdo con una pseudo-cinética de
primer orden, sin embargo el primero presenta una vida media mucho mas corta y ademas de la
formacion de derivados halogenados, resultado de reacciones de sustitucion electréfila, da lugar a
otros compuestos de reconocida toxicidad: 2,4-diclorofenol y 2,4,6-triclorofenol. Por su parte, los
derivados halogenados de los parabenes presentan una mayor estabilidad a concentraciones
elevadas de cloro y, por tanto, una menor tendencia a evolucionar a trihalometanos.

El uso de sistemas GC-MS, tipo trampa de iones, es recomendable para identificar los
derivados formados en los procesos de halogenacién, sobre todo si no existe informacidn previa
relativa a sus estructuras.

IV. Distribucion en medio acuatico

El TCS y los parabenes alquilados (MeP, EtP, PrP y BuP) fueron detectados en practicamente
todas las muestras de agua residual no tratada procesadas, alcanzado en algunos casos
concentraciones superiores a 1 ng/mL para MeP, PrP y TCS. Sin embargo, no se detectd la presencia
de BzP, ni de MTCS en ninguna de ellas, tampoco se encontré 2,3,4-TCF, considerado al inicio de este
trabajo como un producto de transformacion del TCS. A diferencia del TCS, los parabenes se eliminan
de forma practicamente cuantitativa durante la depuracidn de aguas residuales urbanas. Su
presencia en agua superficial, por ejemplo en los rios, es un claro indicativo de vertidos directos de
aguas no tratadas. TCS, 2,4-DCF y 2,4,6-TCF fueron detectados en varias muestras de agua residual
tratada a concentraciones de hasta 0.2-0.3 ng/mL, por tanto cabe esperar su presencia en rios que
reciben las descargas de depuradoras equipadas con tratamientos de lodos activos.
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DETERMINACION DE TCS, 2,4-DCF Y 2,4,6-TCF EN LODO Y SEDIMENTO

El lodo de depuradora constituyd la mas compleja de las matrices consideradas en este
estudio, requiriendo el desarrollo de una estrategia de limpieza intensiva, a la vez que obliga a la
utilizacion de GC acoplada a espectrometria de masas en tandem (MS/MS) como técnica de
determinacion. En relacion al procedimiento de extraccidon asistida por microondas (MAE)
optimizado, el tipo de disolvente y su volumen han sido los factores mas significativos desde el punto
de vista de la eficacia de extraccién.

El método desarrollado mostré recuperaciones aceptables, comparables con Soxhlet,
desviaciones estandar relativas inferiores al 13 %, y limites de cuantificacion, 0.8 ng/g, adecuados
para el anadlisis de lodos y sedimentos. Si embargo, implica una excesiva manipulacion de las
muestras y no es aplicable a la determinacién de MTCS.

El analisis de muestras de lodos reveld la presencia de concentraciones elevadas de TCS
(nivel del pg/g) en esta matriz, asi como de los dos clorofenoles a concentraciones de los altos ng/g.
Considerando las vias de transformacién medioambiental del TCS, este dato debe tenerse muy en
cuenta a la hora de decidir el destino final de este residuo (incineracidn, utilizacion como abono,
etc.). Ademas, conocer los niveles de TCS retenidos en los lodos es imprescindible para realizar los
balances de eliminacidn de este bactericida en estaciones depuradoras de agua residual.

DETERMINACION Y DISTRIBUCION DE TCS Y PARABENES EN MUESTRAS DE POLVO

Se han desarrollado dos métodos, aplicando las técnicas de PLE y MSPD, para la extracciéon
de parabenes y TCS en muestras de polvo. En ambos casos, las etapas de limpieza se han integrado
en el proceso extraccién, minimizando la manipulacion de los extractos. La estrategia de clean-up ha
sido comun en ambos métodos, los interferentes con menor polaridad que los analitos se eliminan
en una primera etapa de lavado del cartucho de MSPD o las celdas de PLE, mientras que aquellos
que presentan una polaridad mas elevada permanecen retenidos en una capa de Florisil, situada en
el fondo del cartucho o la celda. En el caso de PLE, debido a su gran poder extractivo, los disolventes
empleados tanto para la etapa de clean-up como de extraccién son menos polares que para MSPD,
considerada ésta ultima como una técnica “suave” de extraccion. Con respecto a la etapa de
derivatizacion, se ha demostrado la posibilidad de realizar la sililaciéon conjunta de los analitos
estudiados en dos disolventes diferentes (acetonitrilo y acetato de etilo) utilizando condiciones poco
enérgicas. Usando GC-MS/MS como técnica de determinacion, se obtuvieron LOQs inferiores a 4
ng/g para todos los analitos considerando ambos protocolos de preparacién de muestra. Las
recuperaciones obtenidas para muestras con adicidn fueron también similares y sélo en el caso de
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MeP, el mas polar de los compuestos considerados, PLE resultd ligeramente superior a MSPD en
términos de eficacia de extraccion.

Desde un punto de vista operativo, el método de PLE requiere una menor intervencion del
operador y es posible procesar varias muestras de forma secuencial. Por su parte, MSPD resulta mas
barata al no requerir instrumentacion dedicada y no presenta riesgo de contaminacién cruzada entre
muestras, puesto que la extraccion se realiza en cartuchos de polipropileno desechables.

La aplicacion de ambas metodologias (PLE y MSPD) al andlisis de muestras de polvo,
procedentes de viviendas particulares y edificios publicos, puso de manifiesto la presencia de estos
compuestos en concentraciones del orden de la parte por millon (ug/g), similares a los niveles de TCS
en lodos, lo que indica una continua exposicién a TCS y parabenes por via dérmica y respiratoria en
atmdsferas interiores.

DETERMINACION DE TCS Y MTCS EN MATERIAL BIOLOGICO

El procedimiento de dispersion de la matriz en fase sélida (MSPD) desarrollado en esta tesis
constituye la primera aplicacién que integra las etapas de extraccién y purificacion para la
determinacion de TCS y MTCS en muestras de material biolégico. Para este tipo de matriz, la
eliminacién de lipidos representd la mayor dificultad en el desarrollo de la metodologia propuesta.
De las dos estrategias inicialmente consideradas: (1) retencidn de lipidos en el cartucho de MSPD
combinando acetonitrilo con Florisii y C18 como eluyente, dispersante y co-adsorbente,
respectivamente y (2) oxidacion de lipidos sobre silica impregnada con acido sulfurico; la segunda
resulté mas efectiva, permitiendo obtener recuperaciones cuantitativas con 10 mL de diclorometano
y extractos libres de grasa, compatibles con el uso de GC como técnica de determinacion.

Aunque en muestras de pescado no se ha detectado la presencia ni de TCS ni MTCS, la
capacidad de TCS para migrar desde superficies sdlidas hacia alimentos debe ser considerada desde
el punto de vista de las aplicaciones permitidas de este bactericida. Mas preocupante aun es la
estabilidad de ambas especies (TCS y MTCS) en presencia de acido sulfurico, comportamiento
analogo al de otros contaminantes con una reconocida persistencia medioambiental como son los
PBDEs, con los que comparten una cierta semejanza en sus estructuras quimicas.
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Acrénimos

ACRONIMOS

2,3,4-TCF 2,3,4-triclorofenol

2,4,6-TCF 2,4,6-triclorofenol

2,4-DCF 2,4-diclorofenol

ACN Acetonitrilo

AcOEt Acetato de etilo

AMD Desarrollo automatizado de métodos
ANOVA Anilisis de varianza

APCI lonizacién quimica a presion atmosférica
ASE Extraccion acelerada con disolventes
BSTFA Bis-(trimetilsilil)trifluoroacetamida
BuP Butilparaben

BzP Bencilparaben

CAR-PDMS Carboxen-Polidimetilsiloxano
CCD Disefio Central Compuesto

CE Comunidad Europea

CW-DVB Carbowax-Divinilbenceno

DCM Diclorometano

DVB-CAR-PDMS Divinilbenceno-Carboxen-Polidimetilsiloxano

El Impacto electrénico

EPA Agencia de Proteccion Medioambiental
ESI Electrospray

EtP Etilparaben

GC Cromatografia de gases

GPC Cromatografia de permeacion en gel
LC Cromatografia de liquidos

LOD Limite de deteccién

LOQ Limite de cuantificacidon

LLE Extraccion liquido-liquido

MAE Extraccion asistida por microondas
MeOH Metanol

MeP Metilparaben

MS Espectrometria de masas

MS/MS Espectrometria de masas en tdndem
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Acrénimos

MSPD Dispersion de la matriz en fase sélida
MTBSTFA N-(tertbutildimetilsilil)-N-metiltrifluoroacetamida
MTCS Metiltriclosan

NIST Instituto Nacional de Estandares y Tecnologia
PAH Hidrocarburo policiclico aromatico

PB Paraben

PBDE Bifeniléter polibromado

PCB Bifenilo policlorado

PDMS Polidimetilsiloxano

PDMS-DVB Polidimetilsiloxano-Divinilbenceno

PLE Extraccion presurizada con disolventes

POPs Contaminantes organicos persistentes
PPCPs Productos farmacéuticos y de cuidado personal
PrP Propilparaben

RD Real Decreto

RSD Desviacion estandar relativa

SD Desviacion estandar

SIM Registro selectivo de iones

SPE Extraccion en fase sélida

SPME Microextraccion en fase sélida

SSI lonizacién con spray iénico

TCC Triclocarban

TCS Triclosan

t, Tiempo de retencion

US Ultrasonidos
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