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Resumen

En la presente Tesis Doctoral se ha planteado como objetivo principal la
implementacion de metodologias para la determinacion de disruptores endocrinos (EDCs) en
productos lacteos mediante técnicas cromatograficas acopladas a espectrometria de masas.
Los EDCs son sustancias exdgenas que alteran una o mas funciones del sistema endocrino y
causan efectos adversos en la salud de un organismo o en su progenie. La seleccion de EDCs
objeto de estudio de la presente Tesis Doctoral se ha realizado en base a su relevancia a nivel
mundial por su alta exposicion hacia los humanos. Los ECDs seleccionados han sido las
familias de parabenos, plaguicidas organofosforados, compuestos fendlicos e hidrocarburos
policiclicos arométicos. Todos ellos regulados en la actualidad mediante normativas que

legislan los ECDs en alimentos.

Dada a la complejidad de la matriz y su determinacion a nivel traza, se requiere la
combinacion de diversas etapas de tratamiento de muestra con el fin de preconcentrar los
analitos diana y eliminar la matriz que los contiene. Las técnicas de tratamiento aplicadas en
la presente Tesis Doctoral son la extraccion liquido-liquido en combinacién con una etapa de
clean-up y preconcentracion a través de la extraccion en fase sélida. En la técnica de
extraccion en fase solida se han optimizado diferentes materiales adsorbentes con el fin de
garantizar la selectividad y sensibilidad del método. Los métodos desarrollados han cumplido
con las validaciones analiticas en cuanto a sensilidad, selectividad, precision, efecto matriz,
robustez y veracidad. Las técnicas de andlisis empleadas son cromatografia de gases
acomplada a espectrometria de masas y cromatografia liquida de alta eficacia acoplada a

espectrometria de masas en tdndem.

Los métodos desarrollados se han aplicado a distintas muestras de productos lacteos
con diferentes porcentajes de grasas y proteinas y gran variedad de envases. Las muestras
analizadas son: leche de vaca, oveja, cabra y ecoldgica de vaca; yogures, natillas, batidos,
nata liquida, quesos, mantequillas y margarinas. Algunos de los resultados a destacar es la
presencia de bisfenol A en la mayoria de las muestras analizadas, sin embargo, no ha excedido

el limite maximo permitido.
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Summary

The main objective of this Doctoral Thesis is the implementation of methodologies
for the determination of endocrine disruptor chemicals (EDCs) in milk and dairy products by
chromatographic technigques coupled to mass spectrometry. EDCs are exogenous substances
that alter one or more functions of the endocrine system and cause adverse health effects in
an organism or its progeny. The selection of EDCs under study in this PhD Thesis was made
based on the worldwide impact and human exposure. The selected EDCs are parabens,
organophosphorus pesticides, phenolic compounds, and polycyclic aromatic hydrocarbons.

Currently, there are regulations that legislate ECDs in food.

Due to the complexity of the matrix and its determination at trace level, the
combination of several sample treatment steps are required to preconcentrate the target
analytes and remove the matrix. The developed extraction techniques in this Thesis is liquid-
liquid extraction in combination with solid phase extraction. For the solid phase extraction,
different sorbent materials have been optimized to ensure the selectivity and sensitivity of the
method. The developed methods have complied with the analytical validation in terms of
sensitivity, selectivity, precision, matrix effect, robustness, and trueness. The analytical
techniques used are gas chromatography coupled to mass spectrometry and high-performance

liquid-liquid chromatography coupled to tandem mass spectrometry.

The different developed methods have been applied to different samples of milk and
dairy products with different percentages of fat and protein content and, also, packed in a wide
variety of packaging materials. The samples analyzed were cow, sheep, goat, and organic
cow's milk; yogurts, custards, milkshakes, liquid cream, cheeses, butters and margarines.
Something to highlight is the presence of bisphenol A in most of the analyzed samples,

however it did not exceed the maximum permitted limit.
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Objeto del trabajo

El objetivo principal de la presente Tesis Doctoral radica en el desarrollo y la
validacion de diferentes metodologias analiticas para la determinacién de disruptores
endocrinos en muestras de leche y productos lacteos. Tras una revision bibliografica se han
estudiado los disruptores endocrinos més importantes, tanto por su exposicién como por su

toxicidad.
Los objetivos especificos propuestos se enumeran a continuacion:

1. Revision exhaustiva de la bibliografia existente de los disruptores endocrinos tanto
informacién general, como los contaminantes elegidos en la matriz de objeto de

estudio.

2. Desarrollo, cuantificacion y validacion analitica de métodos precisos para la
determinacion  de  parabenos, alquilfenoles, fenilfenoles, plaguicidas
organofosforados, bisfenoles, triclosan e hidrocarburos policiclicos aromaticos en
muestras de leche y productos lacteos.

3. Puesta a punto de un sistema de extraccion en fase sélida para eliminar la mayor parte
de las interferencias que presentan las matrices, usando y optimizando distintos

adsorbentes. Se pretende eliminar el efecto matriz asi como aumentar la sensibilidad.

4. Puesta a punto de métodos analiticos basados en cromatografia de gases acoplada a
espectrometria de masas y cromatografia liquida de alta resolucién acoplada a
espectrometria de masas en tandem para la cuantificacion de estos contaminantes a

nivel de trazas.

5. Estudioy aplicacion de las metodologias propuestas en muestras comerciales de leche
y productos l&cteos. En concreto, las muestras objeto de estudio son la leche de vaca,

cabra y oveja, batidos, natillas, yogures, nata, quesos, mantequillas y margarinas.



Ademaés, se pretende estudiar si los envases de los productos lacteos afectan a la
aparicion de los diversos contaminantes objeto de estudio en estos tipos de muestras.
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1 Introduccion

1.1  Principios generales de la Seguridad Alimentaria

La Seguridad Alimentaria, segin la Autoridad Europea de Seguridad Alimentaria
(EFSA), “se consigue con alimentos seguros y sistemas alimentarios sostenibles a través de

un asesoramiento cientifico transparente, independiente y fiable” (EFSA, 2023).

En Europa, la legislacion alimentaria fue creada para cubrir las necesidades especificas
con la finalidad de crear un Gnico mercado europeo. En 1997, la Comisién Europea publicé
el “Libro Verde sobre los principios generales de la legislacion alimentaria de la Union
Europea”. El objetivo principal de este libro es estimular una reflexion a nivel europeo acerca
de la Seguridad Alimentaria y proponer las disposiciones fundamentales de la legislacion al
sector alimentario. Como se comenta en el Libro Verde “la cadena alimentaria es cada vez
méas compleja a causa del nimero creciente de participantes, desde los productores primarios
hasta los distribuidores y los minoristas pasando por la industria alimentaria” por lo que es
esencial garantizar su inocuidad para el consumidor. Lo que se pretende determinar con el

este libro es:

1. Si los reglamentos vigentes responden a las necesidades y a las expectativas de los

consumidores, los fabricantes, los comerciantes y los productores.
2. Si los sistemas de control y de inspeccidn funcionan de manera satisfactoria.

3. Como se podria seguir desarrollando en el futuro la legislacién comunitaria sobre

productos alimenticios.

A inicios del 2000, y tras situaciones acaecidas de la Unién Europa, la Comision
Europea dispuso de un nuevo marco juridico recogido en un Libro Blanco de la Seguridad
Alimentaria. En el cual se contenian diversas propuestas de accion comunitaria en un campo
especifico. Su objetivo principal fue “completar y modernizar la actual legislacion alimentaria
de la Unidn Europea, hacerla mas coherente, comprensible y flexible, fomentar una mejor

aplicacion de la misma y proporcionar mayor transparencia a los consumidores”.
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El “Reglamento (CE) N°178/2002, establece los principios y los requisitos generales
de la legislacion alimentaria (Union Europea, 2002), se crea la EFSA y se fijan los
procedimientos relativos a la Seguridad Alimentaria. Se define el factor de peligro como “todo
agente quimico, fisico o biolégico, presente en un alimento o en un pienso, que pueda causar
un efecto perjudicial para la salud”. Las principales funciones y objetivos de la EFSA es la
evaluacion de riesgo, comunicacion de manera objetiva y transparente, contribuyendo a un
aumento en la confianza del consumidor. La EFSA ha creado una base de datos de riesgos
guimicos, Chemical hazards data-OpenFoodTox, en la que se pretende recopilar todos los
datos acerca de la caracterizacion de riesgos de mas de 4000 sustancias quimicas diferentes
(AECOSAN, 2023).

1.1.1 Contaminacion de alimentos

En los ultimos afios ha aumentado la preocupacion por la exposicién a contaminantes
provenientes de alimentos. Los procesos de produccién alimentaria pueden provocar la
entrada de sustancias en los alimentos en cualquier momento: durante su fabricacion,
manipulacion, almacenamiento, elaboracion o distribucion. Los contaminantes también estan
presentes en el medio ambiente, pudiendo Ilegar a los alimentos con relativa facilidad. Debido
a su facilidad de transporte y estabilidad estan ampliamente distribuidos en la sociedad
(Codex Alimentarius, 2023).

En este sentido, se ha realizado un enorme nimero de estudios que demuestran la
presencia de nuevas sustancias quimicas que se denominan contaminantes quimicos. Muchas
de estas sustancias han sido clasificadas como altamente persistentes y peligrosas para el
medio ambiente, siendo potencialmente cancerigenas, toxicas y bioacumulables en los seres
vivos. Debido al incremento exponencial de la contaminacion medioambiental, y la
utilizacion de ciertos productos quimicos para incrementar o mejorar la produccion agricola
0 ganadera, el 17 de mayo del 2001 entrd en vigor el Convenio de Estocolmo sobre los
contaminantes organicos persistentes. La entrada de este Convenio supuso un avance en la

lucha global contra la contaminacion del planeta, teniendo como objetivo proteger la salud
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humana y el medio ambiente (CPRAC, 2023). A continuacion, se describen algunos de los

contaminantes mas importantes en alimentos:
Dioxinas

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) incluye a estas sustancias en el grupo
de contaminantes organicos persistentes (COP). Las dioxinas son un conjunto de compuestos
organicos que comprenden 75 policlorodibenzo-p-dioxinas (PCDD) y 135
policlorodibenzofuranos (PCDF) congéneres, de los cuales 17 entrafian riesgos toxicoldgicos.
Los PCDD/PCDF son contaminantes no intencionados, es decir, son liberados al medio
ambiente al ser subproductos de reacciones no controlados y sin aplicacion comercial. Estas
sustancias son principalmente subproductos que se forman en las instalaciones de fundicién
de metales, incineracion de materia organica en presencia de compuestos que contienen cloro
y combustidn de combustibles fésiles. Debido a la persistencia y estabilidad quimica, estos
contaminantes se pueden encontrar en suelos, sedimentos y aire. Gracias a sus propiedades
lipofilicas se acumulan en la grasa de los animales, entrando en la cadena alimentaria y
finalmente, Ilegando a los seres humanos. El contenido total de PCDD/F se puede detectar
facilmente en todo tipo de alimentos, especialmente en alimentos grasos de origen animal
(AECOSAN, 2023; Schrenk & Chopra, 2013). Los PCDF se forman en alimentos tratados a
altas temperaturas como consecuencia de la desgradacion térmica y oxidativa de los
componentes naturales de los alimentos como, azlcares, acido ascérbico, aminoacidos y
acidos poliinsaturados. Se han encontrado concentraciones significativas de PCDF en

alimentos como café, conservas, pan tostado y cereales (Jackson & Al-Taher, 2010).

Bifenilos polibromados y bifenilos policlorados

Los bifenilos polibromados (PBBs) y bifenilos policlorados (PBCs) pertenecen a un
grupo de productos quimicos conocidos como organohalogenados, ambos son productos
quimicos intencionados. Los PBBs se aplicaban como aditivos ignifugos en plasticos de una
gran variedad de productos, incluidos muebles, textiles, dispositivos electrénicos y otros

productos para el hogar. Por otra parte, los PCBs son productos que se utilizaban como
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material aislante en equipos eléctricos, aceite de transformadores o disolvente para
plaguicidas. Aunque el uso de estos contaminantes esté restringido o prohibido en la UE, su
liberacion al medioambiente se produce principalmente por productos tratados con PBBs y
PBCs, por fugas de equipos eléctricos o bien por el desecho inapropiado de equipos obsoletos.
Los humanos estan expuestos a estos contaminantes a través del consumo de alimentos
contaminados como: pescado, arroz, lacteos y productos carnicos (AECOSAN, 2023;
Kodavanti & Loganathan, 2019).

Acrilamida y 3-monocloropropandiol

La acrilamida y el 3-monocloropropandiol (3-MSPD) merecen una atencion especial
ya que son contaminantes que se producen por procesos térmicos cotidianos. El procesado de
alimentos es fundamental para la seguridad y calidad de los alimentos. Sin embargo, las
reacciones térmicas pueden conducir a la formaciéon de contaminantes en alimentos. La
Agencia Internacional para la Investigacion del Cancer (IARC) ha clasificado a la acrilamida
como probablemente cancerigena para los humanos (Grupo 2A), mientras que al 3-MCPD lo
clasifica como posiblemente cancerigenos (Grupo 2B). La exposicion a altos niveles de
acrilamida puede afectar al sistema nervioso. Las autoridades internacionales consideran que
la acrilamida es un problema importante para la Seguridad Alimentaria. La acrilamida se
produce durante el calentamiento de alimentos ricos en carbohidratos como patatas fritas, pan,
galletas y café. La reaccion de Maillard es la principal via de formacion de acrilamida en
alimentos (Mencin et al., 2020). La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) recomienda no
superar unos niveles de concentracion de 0.5 pg/kg para el agua de bebida, ademas la
legislacion europea recomienda no superar una migracién quimica en envolturas de plastico
de 10 pg/kg (Moreno Navarro et al., 2007). También se ha prestado atencion a 3-MSPD ya
que aparecié en aceites vegetales refinados. Debido al uso generalizado de aceites vegetales
para procesar alimentos, la exposicioén de 3-MSPD puede ser elevada (Stadler & Theurillat,
2017). La EFSA estableci6 una Ingesta Diaria Tolerable (TDI) de 3-MSPD libre y enlazado
en 0.8 pg por kg de peso corporal por dia (EFSA, 2023).
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Micotoxinas

Las micotoxinas son metabolitos secundarios producidos por diferentes géneros de
hongos filamentosos pertenecientes a los géneros Aspergillus, Fusarium y Penicillium, son
contaminantes frecuentes de numerosos productos agricolas (Al-Jaal et al., 2019). Se sabe
gue las micotoxinas causan serios problemas de salud a las personas y a los animales. Estas
sustancias pueden tener efectos negativos sobre la salud, pudiendo causar cancer, problemas
gastrointestinales y de rifion. Algunas micotoxinas son también inmunodepresoras,
reduciendo la resistencia a enfermedades infecciosas (Kebede et al., 2020). La exposicion a
las micotoxinas puede ocurrir por via oral, dérmica, respiratoria y parenteral, siendo la via
oral la principal (Al-Jaal et al., 2019). Las micotoxinas aparecen a lo largo de toda la cadena
alimentaria, desde los cultivos hasta los alimentos procesados, piensos y alimentos crudos.
Los alimentos sin procesar y que son susceptibles a la contaminacién por micotoxinas son:

cereales, frutas, frutos secos, verduras, granos de café, cacao y especias (AECOSAN, 2023).
Nitratos y nitritos

Los nitratos se han considerado tradicionalmente como contaminantes debido a sus
riesgos potenciales. Los nitratos se presentan en muestras ambientales como aguas, suelos,
alimentos y productos agricolas. También se encuentran como aditivo alimentario en sales de
sodio o potasio para inhibir el crecimiento microbiano, el curado y desarrollar las
caracteristicas de sabor en pescados y carnes. La seguridad de los nitratos/nitritos en la dieta,
ya sea natural o agregada, ha sido de interés durante las Gltimas décadas. Los nitratos en si
presentan baja toxicidad. Su toxicidad viene determinada por su conversion en nitritos. Los
nitratos se pueden reducir facilmente en nitritos por reduccion bacteriana tanto en los
alimentos (durante el procesado y el almacenamiento), como en el propio organismo (en la
saliva y el tracto gastroinstestinal) (Singh et al., 2019; Wikoff et al., 2018). Los nitritos en
sangre pueden oxidar el hierro de la hemoglobina a metahemoglobina, inhibiendo el
transporte del oxigeno, ocasionando hipoxia en los tejidos. Enfermedades como la diabetes
tipo 2 se ha asociado a una ingesta de nitratos/nitritos potenciada por nuestra dieta diaria,
siendo uno de los principales problemas de salud no transmisible y de mé&s rapido crecimiento

en todo el mundo. Ademas de la diabetes tipo 2, los nitratos/nitritos pueden estar asociados a
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enfermedades cardiacas, enfermedades inflamatorias cronicas y cancer (Lundberg et al.,
2018).

Metales pesados

Los metales pesados son un grupo de elementos quimicos que presentan una densidad
alta y cierta toxicidad para el ser humano, incluso a concentraciones bajas. La contaminacion
de los alimentos vegetales por metales pesados, como cadmio (Cd), mercurio (Hg), arsénico
(As) y plomo (Pb) se han considerado como una de las principales vias de exposicién
(AECOSAN, 2023). Los metales pesados provienen principalmente de la mineria, la
fundicidn y otros procesos de transformacion de minerales. Algunos metales pesados como
el Zny Cu, se han utilizado ampliamente como aditivos para piensos junto a antibiéticos para
prevenir enfermedades del ganado (Zhai et al., 2023).

La peligrosidad de los metales pesados es mayor ya que no son degradables, ni
destruidos facilmente de forma natural o bioldgica, ya que no tienen funciones metabdlicas
especificas para los seres vivos. Una vez emitidos al medioambiente, pueden permanecer
durante cientos de afios acumulandose en las plantas, contaminando el suelo y acumulandose
en los tejidos organicos. Ademas, su concentracion en los seres vivos aumenta a lo largo de
la cadena alimentaria (AECOSAN, 2023). El cobre (Cu), selenio (Se), zinc (Zn), a nivel de
traza, son esenciales para mantener un correcto metabolismo en los seres vivos. Sin embargo,
a concentraciones altas produce toxicidad. Los metales pesados pueden incorporarse al medio
ambiente por medio de residuos industriales que son vertidos sin previos tratamientos,

depositandose en lagos y rios (Méndez et al., 2009)
Plaguicidas

La Agencia de Proteccion Ambiental de los Estados Unidos (EPA) ha definido los
plaguicidas como cualquier sustancia o0 combinacion de sustancias propuestas para prevenir,
destruir, repeler o mitigar las plagas, o como reguladores de plantas, desecantes, defoliantes
0 estabilizadores de nitrégeno (USEPA, 2023). En consecuencia, los plaguicidas juegan un
papel importante en la vida cotidiana, desafortunadamente, la comunidad cientifica ha

clasificado a los plaguicidas como sustancias neurotdxicas. Los plaguicidas son sustancias
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disefiadas para matar insectos atacando su sistema nervioso, pero debido a su falta de
selectividad, también pueden afectar a otros organismos no diana, incluidos los seres
humanos. Una de las enfermedades mas frecuente asociada a la exposicion de plaguicidas es
la enfermedad del Parkison. Existen numerosos tipos de plaguicidas, algunos afectan a varias
especies y tipos de organismo, mientras que otros actlan sobre especies particulares
(Dardiotis et al., 2023). Los plaguicidas mas utilizados son los plaguicidas organofosforados
(OPP) y los organoclorados (OCP) y carbamatos. Los OCP afectan al sistema nervioso
central, rifion e higado, ademas, se caracterizan por acumularse en los tejidos grasos. Los OPP
y carbamatos también afectan al sistema nervioso central, mediante el proceso de inhibicién
de la enzima colinesterasa. Se puede establecer su grado de toxicidad segun el orden (INSHT,
2023):

Organofosforados > Organoclorados >Carbamatos

Los plaguicidas organofosforados son objeto de estudio de la presente Tesis Doctoral,
se describen con mayor profundidad en el Apartado 1.2.3.1.

Farmacos

Los productos farmacéuticos son una clase de sustancias quimicas terapéuticas con
numerosas estructuras con la finalidad de prevenir y tratar enfermedades. Son compuestos
que se consideran como contaminantes emergentes y representan una gran amenaza para la
salud humana, incluso a concentraciones bajas. Estos contaminantes son liberados al medio
ambiente, mediante las excreciones de los seres humanos y animales, ya que no son
metabolizados adecuadamente o se eliminan de forma inadecuada en la corriente de aguas
residuales, ingresando en los sistemas de alcantarillado y plantas de tratamiento de aguas
(Zhai et al., 2023; Zhou et al.,2023). De acuerdo con las estructuras y propiedades, los
productos farmacéuticos se pueden clasificar en antibidticos, hormonas, analgésicos,

antiflamatorios no esteoides, agentes cardiovasculares, antipsicéticos y antidepresivos.

Los antibidticos son los fA&rmacos que impiden la reproduccion de las bacterias.
Debido al crecimiento de la poblacion, el consumo de antibiéticos aument6 en todo el mundo

en un 65% entre 2000 y 2015, y se espera que esta cifra siga en aumento en un 200% entre
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2015 y 2030. El antibidtico mas consumido es la penicilina. Las hormonas es el principal
farmaco utilizado para el crecimiento y desarrollo de humanos y animales (Zhou et al., 2023).
Hasta la fecha, nueve hormonas (incluyendo 17 B-estradiol y 17 a-etinilestradiol) se han
incluido como contaminantes prioritarios en la Lista de Contaminantes Quimicos de la
Agencia de Proteccion Ambiental de USA (USEPA, 2022b).

Otros

Otra familia de contaminantes de gran interés son los disruptores endocrinos, donde
se incluyen una amplia gama de sustancias organicas, como bisfenoles, parabenos,
hidrocarburos policiclicos aromaticos, plaguicidas organofosforados, triclosan y compuestos
fendlicos. Estos contaminantes son objeto de estudio en la Memoria de esta Tesis Doctoral,
por lo que se describiran en profundidad en apartados posteriores.

1.1.2 Leche, valor nutricional y consumo

En paises desarrollados la mayor parte de la leche es procesada en cierta medida y
gran parte de ella sirve de materia prima para la produccién de una amplia gama de productos
lacteos. Los productos lacteos son probablemente los mas diversos de todos los grupos de
alimentos (Nollet & Toldra, 2010). Los principales componentes de la leche son agua
(87.4%), grasas (3.7%), proteinas (3.4%), lactosa (4.8%) y minerales (0.7%). En la Tabla 1,

se puede ver una composicion mas especifica de la leche de vaca que es la mas consumida.
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Tabla 1. Composicion nutritiva de la leche de vaca (Rodriguez et al., 2023).

Energia (Kcal/100 mL) 68 Microminerales (ug/100mL)
Proteinas (g/100mL) 35 Hierro 50
Caseinas 80% Yodo 4.5
Proteinas del suero 20% Manganeso 3
Lactoalbdmina 0.09% Selenio 3
Lactoferrina 0.001% Cromo 2
Seroalbumina 0.03% Vitaminas (ug/100mL)
Grasas (g/100mL) 3,7 A 100
Acido linoleico 2% D 1.4
Colesterol 0.12 C 4000
Gldcidos (g/100mL) 6 E 40
Lactosa 5 K 6000
Macrominerales (mmol/100mL) B1 44
Sodio 2.2 B2 44
Potasio 3.5 B6 175
Calcio 29 B12 0.4
Microminerales (ug/100mL) Niacina 94
Zinc 3500 Biotina 3.5
Cobre 20 Acido folico 5.5
Proteinas

Las proteinas de la dieta aportan los aminoacidos necesarios para el desarrollo de las
células y para la formacion y mantenimientos de los tejidos corporales. Los aminoacidos se
pueden encontrar libres o formando parte de las proteinas de los alimentos. La composicion
proteicas de la leche constituye un 80% caseina y un 20% de proteinas séricas (Baré et al.,
2001).

Grasas

La materia grasa de la leche es considerada como unas de las grasas mas complejas
de origen animal, debido a la gran cantidad de &cidos grasos con diferentes estructuras
bioguimicas, peso molecular y grado de insaturacion. En términos generales, la grasa lactea
estd compuesta aproximadamente por 70 % de &cidos grasos saturados, 26 % de &cidos grasos
monoinsaturados y 4 % de &cidos grasos poliinsaturados. Los tres acidos grasos més
abundantes en la fraccion lipidica de la leche son el palmitico, miristico y estearico (Garcia
etal., 2014).
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Consumo de leche y productos lacteos en Espafia

El Ministerio de Agricultura, Pesca y Alimentacion viene realizando unas estadisticas
mensuales con el objetivo de obtener informacidon sobre la situacion productiva de la leche de
vaca. La poblacion objeto de estudio esta formada por todas las empresas, tanto industrias
como centros de recogida, que compran leche de vaca en las explotaciones ganaderas ubicadas
en la Peninsula y Baleares. Los datos de estas encuestas se encuentran recogidos en la Tabla
2. Laindustria lactea en Espafia procesa una media anual de 611.7 toneladas al afio de leche
de vaca.

La leche provee de nutrientes (proteinas, vitaminas, etc.) a los seres humanos; sin
embargo, en la composicion de la leche también se puede encontrar contaminantes organicos
que son menos conocidos y de menor regulacion que pueden ser ingeridos, inhalados o
adsorbidos por la piel o las mucosas de los animales. Este grupo de contaminantes organicos
se absorbe al torrente sanguineo de los lactantes o se almacenan en sus grasas (Nollet &
Toldra, 2010).

Los contaminantes orgéanicos presentes en los productos lacteos pueden dividirse en
cuatro categorias (Nollet & Toldra, 2010):

Medicamentos veterinarios

Hongos, bacterias y sus subproductos (toxinas)
Plaguicidas

Disruptores endocrinos

Contaminantes organicos persistentes

En el Apartado 1.2 se realizard un estudio exhustivo sobre los plaguicidas, los
hidrocarburos policiclicos aromaticos y los disruptores endocrinos presentes en leche y

productos lacteos, objeto de estudio en esta Tesis Doctoral.
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Tabla 2. Estadistica mensual de recogida de leche de vaca y productos elaborados por las industrias lacteas espafiolas.

Cantidades en toneladas 2021 2022
Recogida Noviembre  Diciembre | Enero  Febrero Marzo Abril Mayo Junio  Julio  Agosto Septiembre Octubre
Leche de vaca 590.1 616.3 630.6 585.3 650.8 6315 6543 6140 607.2 602.0 571.7 586.3
% medio de materia grasa 3.92 3.91 3.86 3.84 3.81 3.80 3.71 3.64 3.62 3.64 3.75 3.84
% medio de proteinas 341 3.38 3.35 3.34 3.33 3.32 3.27 3.25 3.22 3.26 3.33 3.39
Productos obtenidos Noviembre  Diciembre | Enero  Febrero Marzo Abril  Mayo Junio  Julio  Agosto  Septiembre Octubre
Leche de consumo directo 335.2 354.2 368.6 351.6 369.9 3679 3425 3519 3512 343.7 333.0 345.8
Nata de consumo directo 13.8 15.3 155 145 16.4 171 15.3 145 14.6 121 14.4 14.2
Yogures 76.3 68.8 80.2 77.0 85.0 87.9 83.6 77.3 825 80.6 83.7 90.6
Leche concentrada 5.1 5.2 5.6 49 5.8 5.1 4.7 6.0 59 6.4 7.1 6.3
Otras leches en polvo (1) 1.2 2.2 1.9 1.9 19 1.8 2.1 2.1 2.2 2.2 2.1 2.2
Leche desnatada en polvo 0.4 0.5 0.6 0.6 0.6 0.5 0.6 0.7 0.7 0.4 0.4 0.3
Mantequilla 2.3 2.6 25 25 25 2.6 24 1.7 1.9 1.9 17 1.8
Queso de vaca (2) 16.4 14.9 16.6 154 15.6 16.3 16.1 15.3 16.8 151 14.8 15.7
(1)-Incluye en polvo de nata, leche entera y leche parcialmente desnatada

(2)-No incluye el queso de mezcla

Fuente: Industrias Lacteas Mensual (2023).
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1.2 Contaminantes orgénicos en muestras de alimentos: Disruptores endocrinos

La Organizacion Mundial de la Salud define a los disruptores endocrinos (EDCs) como
“sustancias exdgenas 0 mezclas de sustancias que alteran una o méas funciones del sistema
endocrino y consecuentemente causan efectos adversos en la salud de un organismo intacto o
en su progenie”. Esta definicion de EDCs fue aprobada posteriormente por el Comité
Cientifico de la Autoridad Europea de Seguridad Alimentaria (OMS, 2023). La lista de las
sustancias clasificadas como EDCs aumenta continuamente y, aunque se ha logrado un
progreso cientifico en este ambito, la preocupacion sigue siendo alta. Hay dos razones
principales para poner el foco sobre ellos: el grado de exposicion del consumidor y la segunda
es la evidencia que vincula esta exposicion con varias enfermedades (Djordjevic et al., 2020).

Los EDCs representan un grupo de sustancias que no estan definidas principalmente
por su estructura quimica, ya que muchos no representan similitudes estructurales o
propiedades quimicas comunes, sino mas bien se distinguen o reconocen a través de sus
efectos bioldgicos (Giulivo et al., 2016). Los EDCs se pueden distinguir entre estrégenos
naturales o productos quimicos sintetizados. Entre los primeros cabe destacar la estrona (E1),
el estradiol (E2) y el estriol (E3) que son 3 estrogenos esteroideos gque existen naturalmente
en el cuerpo humano, ademas de hormonas sexuales y fitoestrégenos. Entre los segundos se
incluyen farmacos, productos de cuidado personal, plaguicidas, filtros UV-Vis, conservantes
e hidrocarburos policiclicos aromaticos; asi como quimicos industriales sintetizados con
diversos fines: resinas, plasticos, lacas y materiales poliméricos, se trata de una lista
interminable lo que hace pensar que la exposicién humana es masiva y universal (Lu et al.,
2020; Ying et al., 2002).

La exposicion a EDCs puede ocurrir a través de la dieta, absorcion de la piel e
inhalacion, aunque numerosos estudios confirman que la principal fuente de exposicion es a
través de los alimentos. La exposicion a estos compuestos quimicos no tiene la misma

repercusion sobre todos y cada uno de los individuos expuestos (Rodriguez, 2014).
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1.2.1  Mecanismos de accién de los ECDs y riesgos para la salud

Las hormonas son un conjunto de moléculas gque, junto al sistema nervioso, coordinan
diversas funciones en el organismo. Los disruptores endocrinos pueden unirse a los receptores
nucleares para imitar las hormonas enddgenas, alterando la sefializacion hormonal (Warner et
al., 2020). Los receptores nucleares humanos controlan una gran cantidad de procesos
bioldgicos como el desarrollo y la homeostasis de los érganos, el metabolismo, las funciones
inmunes y la reproduccion (Balaguer et al., 2019). Los disruptores endocrinos pueden
interactuar con multiples receptores nucleares de dos formas: a) como agonistas, en los que
se facilitan las interacciones gendmicas; o b) como antagonistas, en los que causan un cambio
conformacional en el receptor para bloquear la accién. Es importante destacar que los
disruptores endocrinos pueden interferir en la sintesis y degradacion de hormonas endogenas
para alterar los niveles hormonales (Warner et al., 2020). Sin embargo, existen otras maneras
por las cuales los disruptores endocrinos alteran los mecanismos de accién hormonal, tales
como la mimetizacion de la accién de las hormonas, la alteracion de su patron de sintesis y

metabolismo y la modulacién de los niveles de los receptores endocrinos.

En los Gltimos afios, se han realizado numerosos estudios debido a la exposicion
inapropiada de los disruptores endocrinos. A continuacién, se resumen algunas evidencias

acerca de algunos trastornos causados:

Criptorquidia e hipospadias

La criptorquidia es el no descenso de uno o ambos testiculos al escroto al nacer, es
uno de los defectos congénitos urogenitales mas comunes que se observan en los varones
recién nacidos. Los hombres con antecedentes de criptorquidia tienen un riesgo 4 a 5 veces
mayor de padecer cancer de testiculos. EI cancer de testiculos es el cancer mas comdn en
hombres entre 15 a 34 afios. La mayoria de los hombres con criptorquidia tiene una calidad
de semen deteriorada. La infertilidad masculina es uno de los problemas reproductivos mas
comunes en la actualidad. La hipospadias es una malformacion en el tracto reproductor

masculino. La incidencia de hipospadias ha aumentado durante las Gltimas décadas, y se
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sugiere que los disruptores endocrinos podrian ser parcialmente responsables (Jensen et al.,
2019).

Endometriosis y sindrome del ovario poliquistico

El sindrome del ovario poliquistico (PCOS) es un trastorno heterogéneo complejo que
se caracteriza por la oligo-ovulacién o anovulacion crénica junto con morfologia ovérica
poliquistica. EI PCOS es el trastorno endocrino mas comin en mujeres en edad reproductiva,
y ocurre en aproximadamente 5-10 %. Este sindrome esta asociado con la obesidad y la
resistencia a la insulina, lo que lleva al desarrollo de diabetes tipo 2 y puede aumentar el riesgo
de padecer céncer de seno y enfermedades cardiovasculares. La endometriosis esta
caracterizada por el crecimiento extrauterino de las glandulas endometriales y el estroma, es
un trastorno que afecta al 8-10% de las mujeres en edad reproductiva. EI PCOS causa
sangrado interno, inflamacion, cicatrizacion, dolor pélvico crénico e infertilidad. Los efectos
de los disruptores endocrinos de algunos productos para el cuidado personal han sido el tema
de preocupacidn de los ltimos afios porque se han relacionado con el PCOS (Gu et al., 2019).
La evidencia creciente sugiere que los disruptores endocrinos pueden estar involucrados
etiolégicamente en el desarrollo y la gravedad de la enfermedad (Yao et al., 2017). Ademas,
de estas anomalias, los disruptores endocrinos pueden provocar alteraciones en la fertilidad,
abortos espontaneos y alteracién en la concentracion de hormonas femeninas (Giulivo et al.,
2016).

Enfermedades metabdlicas: obesidad

En el pasado, se consideraba que la obesidad ocurria como un resultado de un
desequilibrio entre la ingesta de calorias y el gasto energético en el cuerpo. Sin embargo,
investigaciones mas recientes han demostrado que la genética, el sistema endocrino y las
toxinas ambientales tienen una estrecha relacion con el desarrollo de la obesidad. Asi, diversas
investigaciones han demostrado que los obesdgenos, que son sustancias quimicas presentes
en el medio ambiente y en alimentos, regulan y promueven de manera inapropiada la

acumulacion de lipidos y la adipogénesis. Ademas, han confirmado que muchos obeségenos
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son disruptores endocrinos que interfieren con la regulacion endocrina normal del
metabolismo, el desarrollo, mantenimiento del tejido adiposo, el apetito, el peso y el equilibrio
energético (Garcia-Mayor et al., 2012).

Enfermedades metabdlicas: diabetes

La diabetes mellitus tipo 2 se considera una amenaza pandémica emergente en el
mundo y plantea importante preocupacién en la salud pdblica. La mayoria de los estudios se
han centrado en el bisfenol A, ya que podria alterar la biosintesis y secrecion de insulina en
las células pancreaticas. Esto puede causar resistencia a la insulina y el posterior desarrollo
de diabetes tipo 2 (Ward et al., 2020).

Cancer prdstata, testicular, mamay Gtero.

Varios estudios epidemioldgicos han demostrado un aumento significativo en la
incidencia de cancer de prostata, mama, testicular y de Gtero en los humanos durante los
altimos 50 afios. La gran dependencia androgénica y estrogénica de las células tumorales de
este tipo de canceres hacen pensar que los disruptores endocrinos estan favoreciendo su
aparicion. Las evidencias epidemiolégicas demuestran que el bisfenol A puede estar
relacionado con la aparicion del cancer de mama, asi como la proliferacion de la linea celular
de cancer de prostata humano sensible al andrégeno y el estrés oxidativo (Gramec Skledar &
Peterlin Masic, 2016). También hay numerosos estudios sobre la aparicién de cancer de mama
después de la exposicion a parabenos. Estas investigaciones han demostrado que los
parabenos pueden estimular el crecimiento de células de cancer de mama a través de sus
propiedades estrogénicas (Giulivo et al., 2016). Por tanto, se piensa que los disruptores
endocrinos a los que se ven expuestas las personas estan acelerando la aparicion de estos tipos
de canceres. Los casos de cancer de endometrial también han aumentado notablemente en las
ultimas décadas, y se ha comprobado que algunos farmacos como el taxoxifeno, usado en el
tratamiento de cancer de mama, favorecen su proliferacion, por lo que buscan nuevas vias de

tratamiento (Rodriguez, 2014).
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Efectos sobre el sistema nervioso

Los disruptores endocrinos influyen en el sistema nervioso a través de varios
receptores, modificando la morfologia y la respuesta conductual. Algunas etapas criticas del
desarrollo, como los periodos intrauterinos, perinatal y de pubertad tienen inconvenientes
graves como resultado de la exposicion a los disruptores endocrinos. Los estrégenos tienen
efectos neuro-protectores, niveles bajos de estrogenos pueden causar sintomas similares a la
esquizofrenia tanto en mujeres como en hombres. Las funciones estrogénicas alteradas
también pueden provocar mutaciones genéticas. Esto podria conducir a enfermedades como
el sindrome de Turner y el sindrome de Klinefelter. También se han observado trastornos
neuronales, conductuales y bipolares en bebés y nifios debido a la exposicidn del bisfenol A
(Magbool et al., 2016).

En la Tabla 3 se representa a modo resumen algunos de los posibles efectos adversos

gue provocan los disruptores endocrinos en las personas (Argemi et al., 2005).

Tabla 3. Posibles efectos que causan los ECDs en la salud (Argemi et al., 2005).

Mujeres Hombres Nifias y nifios
Céncer de mama Reduccion de esperma Pubertad precoz
Endometriosis Cancer de testiculos Hiperactividad
Muerte embrionaria y fetal Cancer de prostata Dificultad en el aprendizaje
Malformacion en la descendencia | Disminucion del nivel de testosterona | Mayor incidencia de canceres

1.2.2 Fuentes de los disruptores endocrinos

Anteriormente, se ha mencionado que los disruptores endocrinos representan un
grupo de sustancias que no estan definidas por un mismo patrén, por lo que es dificil deducir

su fuente de exposicion humana. Los disruptores endocrinos més estudiados son los
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bisfenoles, ftalatos, hidrocarburos policiclicos arométicos y contaminantes organicos
persistentes; incluyendo plaguicias, bifenilos polibromados y dioxinas entre otros. En la Tabla
4 se representan las principales familias de sustancias con actividad disruptora y sus fuentes

en la exposicion humana.

Tabla 4. Fuentes de exposicién humana de los disruptores endocrinos (Darbre, 2019).

Compuestos Usos Fuente de exposicion

Bisfenol A Plsticos y resinas epoxi Juguetes, botellas de agua d_e pollcarbc_mato y

contenedores de almacenamiento de alimentos
Alquilfenoles Detergentes Lugar de trabajo y a_mblente domestico, producto
de cuidado personal
Parabenos Preservativos Productos para el cuidado per§onal, alimentos y
productos farmacéuticos
Triclosan Antiséptico y conservantes Producto de cuidado personal y producto de

cuidado doméstico

Bifenilos policlorados

Industria eléctrica

Grasa animal en dieta

Productos de limpieza, cosméticos e industria

Ftalatos Plastificantes de PVC .
textil
- Fungicidas, insecticidas y Fabricacion y aplicacion de agroquimicos en
Plaguicidas - . L L
desinfectantes agricultura, fumigacion y limpieza
Dioxinas Medio ambiente Incineracion, vertedero y produccidn industrial

Hidrocarburos
policiclicos arométicos

Industria del alquitran

Producidos en la combustion incompleta del
carbdn de combustibles diésel

1.2.3

Disruptores endocrinos y sus propiedades fisico-quimicas y toxicoldgicas

1.2.3.1 Plaguicidas organofosforados

La Agencia de Proteccion Ambiental de los Estados Unidos (EPA) ha definido los
plaguicidas como cualquier sustancia o0 combinacion de sustancias propuestas para prevenir,
destruir, repeler o mitigar las plagas, o como reguladores de plantas, desecantes, defoliantes
0 estabilizadores de nitrogeno. También se utilizan como agentes terapéuticos en medicina

humana y veterinaria (Dar et al., 2019). Los plaguicidas organofosforados son parte de la
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agricultura moderna. La publicacion del libro “Silent Spring” llevo a la retirada de muchos
plaguicidas organoclorados debido a su persistencia en el medio ambiente. En ese momento,
el uso de plaguicidas organofosforados se disparé debido a su disponibilidad y degradacion
rapida en el medio ambiente. Aunque los plaguicidas organofosforados se degradan
rapidamente y son menos persistentes en el medio ambiente, son mucho mas téxicos que los
plaguicidas organoclorados (Jain, 2006).

En la Tabla 5 se resuemen las propiedades fisico-quimicas de los plaguicidas

organofosforados objeto de estudio en la Memoria de esta Tesis Doctoral.

Tabla 5. Propiedades fisico-quimicas de los plaguicidas organofosforados estudiados
(PubMed, 2023).

Punto de Punto de Solubilidad
Compuestos MM fusion ebullicion en agua pKa  logKow
(g/mol)
(°C) (°C) (mg/L)

Diclorvos 221 140 10 - 1.43
Dimetoato 229 49 107 23.8 15.9 0.34
Diazin6n 304 83 40 4.19 4.19
Paration -metil 263 35 154 55 7.15 2.6
Malatién 330 2.9 156 14 - 2.36
Clorpirifos 351 41 160 14 - 4.96
Fention 278 7 87 2 - 3.8

Bromofos-metil 366 111 - - -
Metidation 302 40 - 187 - 2.29

Fentién-sulfoxido 294 - - - - -

MM: masa molecular; Solubilidad en agua a 20°C; pKa: constante de disociacion acida; logKow: coeficiente de
reparticion de octanol-agua.

La aplicacion recurrente de plaguicidas se implementa en la agricultura moderna a un
ritmo exponencial para satisfacer la creciente demanda del rendimiento agricola. Los
plaguicidas se aplican anualmente por millones de toneladas en todo el mundo. La tasa de
consumo en diversos paises depende de su area agricola y tipo de rendimiento. Tres de los
paises mas consumidores del mundo (kg/afio) son Turquia, Colombia e India (Dar et al.,

2019). Sin embrago, de los paises de la Union Europea, Espafia es el pais que vende una
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mayor cantidad de plaguicidas, seguido de Francia, Italia y Alemania, segun la oficina
estadistica de la Union Europea Eurostat (Eurostat, 2023).

Los plaguicidas han jugado un papel importante en la “Revolucion Verde” al
contrarrestar el ataque de plagas y desempefiar un papel esencial en el cumplimiento de los
requisitos de una poblacién enormemente creciente. Sin embargo, la revolucién ha provocado
varios problemas, tales como pérdidas de fertilidad del suelo, la acidificacion del suelo, la
lixiviacion de nitratos, la resistencia de las especias a plaguicidas y las pérdidas de diversidad
bioldgica. Su mal uso o uso excesivo conduce a la contaminacion ambiental (agua, aire y
suelo) y dan como resultados riesgos directos e indirectos tanto para los humanos como para
el medio ambiente (Dar et al., 2019).

Estos compuestos toxicos se pueden absorber facilmente a través de la piel, las
membranas mucosas, el tracto gastrointestinal y respiratorio. La accion principal de los
plaguicidas organofosforados sobre los seres vivos es la inhibicion de la enzima
acetilcolinesterasa que resulta de la acumulaciéon del neurotransmisor acetilcolina en las
sinapsis y la sobreestimacion de los nervios y musculos en el sistema nervioso central,
periférico y autdnomo (Sanchez-Santed et al., 2016). Estos contaminantes producen signos
de toxicidad. Las intoxicaciones agudas por estos compuestos se empezaron a notificar a partir
de la década de 1940. Los primeros sintomas del sistema nervioso central por la exposicion a
compuestos organofosforados incluyeron vértigo, inquietud, ansiedad y temblor. En casos de
intoxicacion moderada, los sintomas fueron seguidos por dolor de cabeza y por insomnio con
suefio excesivo y pesadillas. En casos de intoxicacion extremadamente severa, los sintomas
fueron seguidos por ataxia, temblor, somnolencia, dificultad para concentrarse, confusién
mental, desorientacion y cambios en el habla. También se informaron de apatia, abstinencia
y depresion (Stallones & Beseler, 2016). Las enfermedades que se relacionan con la
exposicion a plaguicidas son enfermedades neurodegenerativas, cancer, Parkinson vy
trastornos reproductivos (Sanchez-Santed et al., 2016). En la Figura 1 se representan las

estructuras de los plaguicidas organofosforados objeto de estudio.
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Figura 1. Estructuras plaguicidas organofosforados objeto de estudio.

1.2.3.2 Parabenos

Los parabenos son un grupo de compuestos quimicos sintéticos que se utilizan como

conservantes antimicrobianos en diversos alimentos, cosméticos y productos farmacéuticos.

Representan los homdlogos de alquilo o arilo del &cido p-hidroxibenzoico y difieren entre si

por el tipo de sustituyente, que puede ser una cadena de alquilo o un anillo aromaético.

Los parabenos mas comunmente encontrados con cadena lineal son el metilparabeno,

etilparabeno, propilparabeno y butilparabeno. El isopropilparabeno y el isobutilparabeno son
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ejemplos de parabenos con una cadena ramificada como sustituyente, mientras el
bencilparabeno representa los ésteres aromaticos del &cido p-hidroxibenzoico. Son estables y
efectivos en un amplio rango de pH vy suficientemente solubles en agua. Las propiedades
fisicoquimicas dependen en gran medida del tipo de sustituyente presente (Haman et al.,
2015). La tendencia a aumentar la resistencia a la hidrolisis del agua junto con un aumento en
la longitud de la cadena alquilica es notable. En forma pura, los parabenos son sélidos
cristalinos de color blanco y estables en condiciones normales. Son inodoros y tienen un sabor
a quemado (Nowak et al., 2018). Son compuestos lipofilicos con coeficientes de particion
octanol/agua elevados (expresados como logKow) (Tavares et al., 2009) y que al aumentar el
tamafio de su cadena hidrocarbonada, presenta mayor caracter hidrofébico. En la Tabla 6 se
informa sobre las caracteristicas fisico-quimicas de los parabenos objeto de estudio en la

presente Memoria de Tesis Doctoral.

Tabla 6. Propiedades fisico-quimicas de los parabenos estudiados (PubMed, 2023).

Punto de Punto de

MM » L Solubilidad en agua
Compuestos fusion ebullicion Pka  LogKow
(g/mol) (g/1)
°C) °C)
Metilparabeno 152 131 275 2 8.47 1.66
Etilparabeno 166 118 298 0.86 8.50 2.19
Isopropilparabeno 180 96 160 - 2.66
Propilparabeno 180 98 133 0.3 8.47 2.71
Isobutilparabeno 194 - - - -
Butilparabeno 194 70 157 0.15 8.47 3.24
Bencilparabeno 228 114 - 0.05 8.20 3.56

MM: Masa molecular; Solubilidad en agua a 20°C; Pka: constante de disociacion acida; logKow: coeficiente de
reparticion de octanol-agua.

Quimicamente, los parabenos se sintetizan por esterificacion del &cido p-
hidroxibenzoico con un alcohol apropiado en presencia de un catalizador (por ejemplo, el
acido sulfarico concentrado o acido p-toluenosulfénico). En menor medida los parabenos son
producidos por plantas y bacterias (Haman et al., 2015). En soluciones &cidas, los parabenos
son estables y en soluciones alcalinas, los parabenos se hidrolizan a &cido p-hidroxibenzoico
y el alcohol correspondiente (Btedzka et al., 2014). Durante mucho tiempo y dado a su alto

poder antimicrobiano, se han considerado como conservantes seguros e inofensivos, ya que
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se absorben répidamente y se metabolizan en &cido p-hidroxibenzoico, que es menos toxico
que los compuestos originales (Tavares et al., 2009). Sin embargo, también se pueden
encontrar en otros productos como cigarrillos, barnices y pegamento, alimentacion animal y
productos para cuidado de la salud (Haman et al., 2015). En la Figura 2 se representan las
estructuras de los parabenos objeto de estudio.

En las ultimas dos décadas, se ha llevado a cabo una profunda discusion sobre la
seguridad de los parabenos. Hoy en dia, numerosos estudios tanto in vitro como in vivo,
comienzan a mostrar indicios de su potencial como disruptores endocrinos, obteniéndose
importantes conclusiones que lo avalan y que se exponen a continuacion. Por un lado, distintas
investigaciones han demostrado la capacidad para unirse a los receptores hormonales
estrogénicos y competir para unirse a los estrogenos naturales, comprobandose que los
parabenos exhiben actividades estrogénicas como agonistas completos, debido a la afinidad
de unidn al receptor de estrégenos relativamente baja en comparacién con las hormonas
naturales u otros disruptores endocrinos (Btedzka et al., 2014). Por otro lado, algunas
investigaciones demuestran la actividad anti-androgénica de algunos parabenos al unirse a los
receptores de andrdgenos humanos (AR) y provocar la inhibicion de la transcripcion inducida

por testosterona (T), mermando su produccion (Chen et al., 2007).

50 Tesis Doctoral



Capitulo 1

O e}
" CH, 0 .
Q
o™ O
HO ox
OH
Metilparabeno Etilparabeno Bencilparabeno
0 0 J\
o " 0
HO HO
Propilparabeno Isopropilparabeno
9 )\/ ° ©
HO oH
Butilparabeno Isobutilparabeno

Figura 2. Estructuras de los parabenos estudiados.

1.2.3.3 Bisfenoles

El bisfenol A (BPA) es el nombre cominmente usado para el 2,2-bis (4-hidroxifenil)
propano. El bisfenol A es el bisfenol més predominante y fue sintetizado por primera vez en
1891 por el quimico ruso Alexander P. Dianin mediante una reaccion de condensacion de dos
moléculas de fenol y una molécula de acetona con cloruro de hidrégeno y resina de

intercambio idnico que actu6 de catalizador (Ohore & Zhang, 2019).

Hoy en dia, el BPA es uno de los componentes de sintesis de mayor produccion a
nivel mundial (Ma et al., 2019). Es un compuesto quimico que se usa ampliamente como
monomero principalmente en la produccion de resinas epoxidicas y policarbonatos. Debido a
su propiedad para resistir altas temperaturas (hasta 145 °C), y sus excelentes propiedades tanto

técnicas como mecanicas, los policarbonatos tienen infinidad de aplicaciones como juguetes,
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utensilios, vasijas de plastico, chupetes, papel térmico, equipo médico, tuberias de agua
potable, sistemas eléctricos, industria automovil y aerondutica, etc. (Figura 3). Ademas las
resinas epoxidicas se usan ampliamente como recubrimiento protector de los envases de
alimentos y bebidas enlatadas, pinturas, adhesivos y laminado electrénicos debido a su
resistencia al calor (Pelch etal., 2019). La produccion mundial de BPA aument6 gradualmente
de 5 a 8 millones de toneladas durante el periodo 2010 - 2021 y se estima que se registre un

crecimiento anual de mas de un 6% durante el periodo de 2022-2028 (Intelligence, 2023) .
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Figura 3. Distribucidn de los usos del bisfenol A en Europa por sectores (Rodriguez, 2014).

El BPA se puede clasificar como un compuesto interferente de la funcién endocrina
debido a sus caracteristicas estrogénicas. Actualmente, debido a su comportamiento
bioguimico, el BPA es el disruptor endocrino que méas preocupacion esta causando a la
comunidad cientifico-médica. Asi, diferentes estudios han demostrado que los efectos del
BPA son més peligrososos que otros disruptores endocrinos (Rodriguez, 2014). Las serias
preocupaciones sobre los efectos adversos del BPA en la salud humana han llevado a la
industria a reemplazarlo con otros bisfenoles en algunas aplicaciones. Debido a la similitud
de estructuras con el BPA, se pueden obtener las mismas o mejores propiedades con
bisfenoles analogos como puede ser el bisfenol F (BPF), bisfenol S (BPS), bisfenol Z (BPZ)
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y bisfenol B (BPB). En la Figura 5 se representa las estructuras de estos bisfenoles.
Desafortunadamente, los perfiles de toxicidad también son similares a los del BPA, con la
desventaja de ser menos conocidos por la comunidad cientifica (Caballero-Casero et al.,
2016). En la Tabla 7 se presentan las caracteristicas fisico-quimicas de los bisfenoles objeto
de estudio en esta Memoria.

Tabla 7. Propiedades fisico-quimicas de los bisfenoles estudiados (PubMed, 2023).

NIV Punto de Punto de Solubilidad
Compuestos fusion ebullicion en agua pKa LogKow
(9/mol)
°C) G (g/L)
Bisfenol A 228 157 220 0.12 10.29 3.64
Bisfenol F 200 163 362 - 9.91 2.76
Bisfenol B 242 126 345 1 10.27 4.15
Bisfenol Z 268 192 371 insoluble 9.91 4.87
Bisfenol S 250 - 240 1.1 7.64 2.14

MM: masa molecular; Solubilidad en agua a 20°C; pKa: constante de disociacion acida; logKow: coeficiente de
reparticion de octanol-agua.

La evaluacién de la exposicion humana al BPA mostré que los humanos estan
expuestos directa e indirectamente al BPA, con una ingesta global estimada de 30.76 ng/kg
peso corporal/dia. La exposicién al BPA se produce mediante inhalacion de polvo, exposicion
dérmica e ingestion (Ohore & Zhang, 2019). En varios estudios de biomonitoreo en humanos,
el BPA se ha detectado regularmente en orina, sangre, leche y otras muestras biol6gicas
(Gramec Skledar & Peterlin Masi¢, 2016). La ingesta diaria de BPA entre adultos en

diferentes paises se representa en la Figura 4.
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Figura 4. Ingesta diaria de BPA entre adultos en diferentes paises (Ohore & Zhang, 2019).
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El BPA puede contaminar los alimentos debido a la bioacumulacién directa en las
matrices alimentarias causada por la contaminacién ambiental o a su posible lixiviacion del
embalaje. La liberacion de BPA de los envases de policarbonato a los alimentos estd modulada
por varios factores donde se incluyen composicion de los alimentos, si el contacto con los
alimentos es directo o no, tiempo de contacto, temperatura de contacto y valores de pH, grosor
del material de embalaje, naturaleza quimica y la cantidad de compuesto migrante. Un factor
de exposicion muy importante en adultos es a través de las botellas de policarbonato, mientras
que el caso de los nifios, la exposicion al BPA es por los biberones de policarbonato,

actualmente prohibidos en numerosos paises (Russo et al., 2019; Vilarinho et al., 2019)

A continuacion, se resumen los mecanismos téxicos involucrados por la via del receptor de
estrogenos demostrados para el BPA: a) Via del receptor de estrogeno: donde el BPA se
considera como un xenoestrégeno debido a su competencia con estradiol (E2) para unirse a
receptores nucleares (ER). Aunque la afinidad de unién del BPA es menor que la del estradiol,
una gran cantidad de estudios in vitro han demostrado que el BPA produce una interrupcion
de la funcién celular a dosis bajas, confirmando que el BPA tiene efectos de disruptor
endorcrino (Vilarinho et al., 2019). b) Via de receptor de andrégenos: donde el BPA se

considera comUnmente que tiene efecto antiandrogénico. Después de ingresar en el cuerpo,
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puede competir con los andrégenos para unirse a los receptores de andrdgenos, como
antagonista, interrumpiendo la funciéon normal de los andrdgenos, causando la disfuncion

reproductiva y del desarrollo (Ma et al., 2019).

Toda esta actividad ha hecho que se relacione la exposicion del BPA con el desarrollo
de numerosas anomalias y enfermedades. Asi, el impacto del BPA en los seres humanos
incluye problemas cardiovasculares, efectos relacionados con la reproduccion, la fertilidad,
cancer, obesidad infantil y diabetes tipo Il (Rajabnejad et al., 2020). Ademas, la exposicion
al BPA se ha asociado con trastornos del comportamiento neuroldgico en los nifios, lo que
lleva a un deterioro cognitivo y de aprendizaje, y a problemas con la memoria defectuosa
(Xiao et al., 2020).

CHs HO OH CH,
Do YT e T
CHs o CHs,
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HO Q O OH
HO OH ‘
Bisfenol F Bisfenol Z

Figura 5. Estructuras de los bisfenoles objeto de estudio en esta Memoria.

1.2.3.4 Contaminantes fenolicos

Los compuestos fendlicos se caracterizan principalmente por presentar en su
estructura un grupo hidroxilo (-OH). La Agencia de Proteccion Ambiental de los Estados
Unidos (USEPA) y la Unién Europea (EU) han considerado estos contaminantes como
contaminantes organicos prioritarios. Estos contaminantes han sido detectados en multitud de
muestras tales como en tejidos biolégicos, alimentos, aguas residuales y sedimentos (Tang et

al., 2021). Todos estos compuestos (clorofenoles, alquifenoles, fenilfenoles, etc.) son
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derivados del fendl y se han identificado como sustancias quimicas potencialmente toxicas
para los seres humanos, afectando al sistema nervioso central, respiratorio y causar irritacion

en la piel (Pratap et al., 2022).

Los clorofenoles son un grupo de sustancias producidas por la halogenacion
electrofilica de fenol con cloro. Son utilizados como plaguicidas, antisépticos y
desinfectantes. El pentaclorofenol es el clorofenol méas destacado y se utiliza principalmente
como fungicida. Los clorofenoles pueden dafiar el higado, el cerebro y el sistema nervioso
central. El 4-clorofenol se considera peligroso para la piel humana (Badanthadka &
Mehendale, 2023).

Los alquifenoles son subproductos de la degradacién microbiana de los polietoxilatos
de alquifenol, constituyen una clase de EDCs. Los dos alquifenoles detectados con mayor
frecuencia son 4-nonilfenol y 4-tert-octilfenol. Ademas, representan unos de los principales
grupos de tensioactivos no iénicos mas utilizados, con aproximadamente un 80% de cuota en
el mercado (Dong et al., 2015). Son ampliamente utilizados en la industrial, servicios
publicos, negocios y en casa como detergente, formulaciones de plaguicidas y solubilizantes.
El nonilfenol y el 4-tert-octilfenol actian como pseudoestrdégenos. Tanto los experimentos in
vivo como in vitro han reportado que estos contaminantes podrian actuar como un compuesto
estrogénico (Yang et al., 2020), lo que presenta riesgos para la salud cuando se consumen a
través de los alimentos, agua 0 mariscos contaminados. La exposicién a estos contaminantes
también puede darse a través de absorcion cutanea o inhalacion de polvo en interiores (Acir
& Guenther, 2018). Al actuar como disruptores endocrinos de los estrégenos pueden alterar
la capacidad reproductiva de los seres humanos que los consumen. Un estudio sugiri6 que el
nonilfenol podria ingresar en las células testiculares, lo que puede provocar alteraciones y
reducir la actividad de los espermatozoides. Algunos estudios encontraron que el nonilfenol
y el 4-tert-octilfenol podrian afectar directamente o indirectamente al sistema nervioso central
(Yang et al., 2020).

Los fenilfenoles mas utilizados son el 2-fenilfenol y el 4-fenilfenol. Son fungicidas

utilizados como desinfectante en productos industriales, domésticos y como fungicidas post-
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cosecha en la industria de produccion de fruta (Frederiksen et al., 2013). Los alquifenoles y

fenilfenoles comparten una estructura comun con un anillo fenélico.

En la Tabla 8, se presentan las caracteristicas fisico-quimicas de los alquifenoles
objeto de estudio en la presente Tesis Doctoral. Ademas, en la Figura 6 se representan las

estructuras de contaminantes fenolicos estudiados.

Tabla 8. Propiedades fisico-quimicas de los contaminantes fendlicos estudiados en esta
Memoria (PubMed, 2023).

MM Punto de Punto de Solubilidad
Compuestos (g/mol) fusion ebullicion en agua LogKow pK
(°C) (°C) (9/L)

Fenol 94 40 181 80 1.47 9.88
3,4-Dimetilfenol 122 63-67 227 5.3 2.23 10.36
2,5-Dimetilfenol 122 75-77 212 3.54 - -

4-Clorofenol 129 41-45 220 27 25 9.41
4-Cloro-3- 142 63-65 242 4 - 9.55
metilfenol

4-tert-Butilfenol 150 96-100 236 8.7 2.44 10.16

2-tert-Butil-4- 164 50-55 244 insoluble 3.63 11
metilfenol

4-Pentilfenol 164 24 342 - 3.7 -

2-Fenilfenol 170 59-59 282 700 3.30 9.97

4-Fenilfenol 170 164-166 321 700 3.20 9.55

4-Hexilfenol 178 31 - - 4.3 10.18

4-Heptilfenol 192 28 156 - 4.15 10.16
Nonilfenol 220 8 295 5 5.76 10

4-tert-Octilfenol 206 79-82 - 7 4.12 4.21
Pentaclorofenol 266 191 309 0.01 5.01 4.70

MM: masa molecular; Solubilidad en agua a 20°C; pKa: constante de disociacion acida; logKow: coeficiente de
reparticion de octanol-agua.
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Figura 6. Estructuras de los contaminantes fendélicos objeto de estudio en esta Memoria.

1.2.3.5 Triclosan

El triclosan es un agente antibacteriano sintético, liposoluble y de amplio espectro.
Se agrega comunmente a una variedad de productos industriales y de cuidado personal, tales
como jabon de manos, champus, pasta de dientes, productos textiles, juguetes, plasticos y
pinturas (Wang & Tian, 2015). Presenta una estructura de éter bifenilo halogenado similar a
la del bisfenol A, dioxinas y hormonas tiroideas. Por este motivo se levantaron sospechas, ya
gue se podria tratar de un disruptor endocrino. En la Tabla 9 se listan las caracteristicas fisico-

guimicas del triclosan.

En 2011, el uso comercial anual del triclosan fue casi de 100 toneladas en China, con
un constante aumento durante los afios. Por ello, la aplicacién a gran escala de este copuesto
organico causd una gran incidencia en aguas residuales, rios, lagos y sedimentos (Guo et al.,

2020). Los humanos estan expuestos diariamente al triclosén a través del contacto directo con
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productos de cuidado personal, y otras fuentes incluyendo alimentos, agua potable y polvo
(Xie et al., 2020). La ingestion y la absorcion dérmica son las rutas mas importantes de la
absorcidon humana de este toxico (Wang & Tian, 2015).

Tabla 9. Propiedades fisico-quimicas del triclosan (PubMed, 2023).

MM  Punto de fusion  Punto de ebullicién el ek
Compuesto (g/mol) (°C) (C) en agua LogKow pKa
‘ (mg/L)
Triclosan 289 55 120 1 4.76 -

MM: masa molecular; Solubilidad en agua a 20°C; pKa: constante de disociacion acida; logKow: coeficiente de
reparticion de octanol-agua.

Estudios realizados en especies acuaticas y modelos de roedores han demostrado que
el triclosan acttia como disruptor endocrino (Wang & Tian, 2015). El triclosan se ha asociado
a diferentes problemas de salud, incluida la resistencia a los antibiéticos, la irritacion de la
piel, la alteracion endocrina o neurotoxica e incluso reacciones inmunotdxinas bajo la
exposicion extrema al triclosan (Sola-Gutiérrez et al., 2020). En la Figura 7 se representa la

estructura del triclosan en estudio.

Cl OH

Cl Cl
Figura 7. Estructura del triclosan
1.2.3.6  Hidrocarburos policiclicos aromaticos
Los hidrocarburos policiclicos aromaticos (PAHSs, por sus siglas en inglés) son un
grupo de compuestos quimicos presentes en el medio ambiente y en los alimentos. Son
compuestos organicos que contienen dos o mas anillos aroméaticos. Existen méas de cien

compuestos de PAHs diferentes y no se presentan de forma aislada sino formando mezclas
(Duedahl-Olesen, 2013)
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Los PAHs se forman y se liberan de forma natural a través de la contaminacion
ambiental (por ejemplo: derrames de petréleo, volcanes, incendios forestales, etc.). También
puede surgir como resultado de la actividad humana a través de la pirdlisis 0 combustion
incompleta de materia organica (por ejemplo: basura, madera, gasolina, productos derivados
de petroleo y carbdn). Por otro lado, estos contaminantes se pueden generar durante el
procesado industrial de los alimentos como puede ser el ahumado, la fritura, el secado, el

horneado, el asado y la barbacoa de carbén (Kacmaz, 2019).

Los PAHs son contaminantes toxicos, con altos puntos de fusion y de ebullicion.
Estas propiedades afectan a la absorcion y a la retencion tanto en el medio ambiente como en
el cuerpo humano (Stallings-Smith et al., 2018). Estos contaminantes presentan otras
caracteristicas, como la sensibilidad a la luz, resistencia al calor, conductividad, capacidad de
emision, resistencia a la corrosién, accion fisiol6gica y poseen espectros de absorbancia UV
muy caracteristicos (Drwal et al., 2019). En la Tabla 10 se presentan las propiedades fisico-
guimicas de los 16 PAHSs considerados como prioritarios por la USEPA y que han sido objeto

de estudio en esta Memoria.
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Tabla 10. Propiedades fisico-quimicas de los 16 PAHSs prioritarios (PubMed, 2023).
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Compuestos

Naftaleno
Acenaftileno
Acenafteno
Fluoreno
Fenantreno
Antraceno
Fluoranteno
Pireno
Benzo(a)antraceno
Criseno
Benzo(b)fluoranteno
Benzo(k)fluoranteno
Benzo(a)pireno
Dibenzo[a,h]antraceno
Benzol[g,h,i]perileno
Indeno[1.2.3-cd]pireno

MM

128
152
154
166
178
178
202
202
228
228
252
252
252
278
276
276

Punto de

fusion
°C)
80
92
96
116
101
218
110
150
159
256
168
217
179
267
278
162

Punto de
ebullicion
°C)
218
265
279
298
340
342
375
404
435
448
480
495
524

Solubilidad en

agua
(g/L)
30
16
3.47
1.8
1.29
0.073
0.26
0.135
0.014
0.0006
0.0012
0.00055
0.0038
0.0005
0.00026
0.062

LogKow

3.1
3.8
3.9
4.1
43
4.3
4.8
4.8
4.9
6.2
5.6
53
6.3

6.2

pKa

3.37
4.07
4.33
4.18
41
4.45
5.33
5.32
5.61
5.86
6.57
6.84
6.04
6.75
7.23
7.66

MM: masa molecular; Solubilidad en agua a 20°C; pKa: constante de disociacion acida; logKow: coeficiente de

reparticion de octanol-agua.

La exposicién a los PAHSs se puede producir a través de la dieta y por su inhalacion,

razon por la cual muchas agencias ambientales y nutricionales estan tratando de limitar su

propagacion (Drwal et al., 2019). Las principales rutas de exposicién a algunos PAHs se

resumen en la Tabla 11.
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Tabla 11. Principales fuentes de contaminacion de los PAHs (Mojiri et al., 2019)

Pireno

Acenaftileno

Fluoreno

Combustién incompleta de
fosiles y biomasas
especialmente en

gasificaciones o pirdlisis

Materiales para la produccién de
pigmentos, polimeros y colorantes
avanzados

Motores de turbinas de gas,
gasolinay diésel

Acenafteno

Antraceno

Naftaleno

Destilacion por aceite de
creosota

Combustién incompleta de
materiales organicos

Alquitran y durante el refinado del
petréleo

Benzo(a)antraceno

Fluoranteno

Benzo (a)pireno

La principal fuente es el aire,
combustion de los

Se produce a través de quemaduras
de maderas y gasolinas

Alquitran,
alimentos (parrilla y ahumados) y

combustibles y la madera humos del tabaco

Benzo(b)fluroranteno Benzo(k)fluoranteno

Combustibles fésiles y tabaco Tabaco y aire contaminado

Los PAHs ademaés se ser considerados como cancerigenos y mutagénicos diversas
investigaciones han demostrado que también pueden afectar al sistema endocrino. Varios
estudios han demostrado que estos compuestos actlian como antiestrégenos y antiandrogenos
e interfiere con la homeostasis de los organismos al imitar las hormonas enddgenas. Por
ejemplo, se examind la actividad de la hormona tiroidea en ratas machos expuestas a
benzo[a]pireno durante 72 horas, y los resultados obtenidos revelaron que el benzo[a]pireno
descomponia la hormona tiroidea reduciendo la tasa metabélica (Zhang et al., 2016). Otro
estudio ha demostrado que el benzo[a]antraceno, benzo[b]fluoranteno, benzo[k]fluoranteno,
criseno, dibenzo[a,h]Jantraceno e indeno[1,2,3-cd]pireno afectan sobres la actividad
estrogénica, antiandrogénica y antiestrogénica, a través de la diafonia entre el receptor de
hidrocarburos arilicos y el receptor de estrogenos. Este efecto se demostré que la exposicion
de los PHASs en las primeras etapas de la vida de los peces, inducia toxicidad en el desarrollo

e incluia la formacion de edema pericardico (Hawliczek et al., 2012).

Dada la exposicion generalizada de las personas a estos contaminantes, y la capacidad

de los PAHSs para interrumpir la sefializacion endocrina, se ha demostrado que los PAHs
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afectan a la calidad del esperma, la funcion testicular, la viabilidad del 6vulo y enfermedades
reproductivas. También se han detectado canceres en 6rganos reproductivos (senos, ovarios
y prostata) (Bolden et al., 2017). Ademas del dafio al sistema reproductivo, otros estudios han
demostrado que la exposicidn a largo plazo de las personas a los PAHs se asocia con un mayor
riesgo de contraer enfermedades como la aterosclerosis, infertilidad, diabetes y cancer (Tfouni
& Camargo, 2012). En la Figura 8 se presenta las estructuras de los 16 PAHSs prioritarios y

objeto de estudio en esta Memoria.
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D & A

Naftaleno Acenaftileno Acenafteno
Fluoreno Fenantreno Antraceno
Fluoranteno Pireno Benzo(a)antraceno
Criseno Benzo(b)fluoranteno Benzo(k)fluoranteno
Benzo(a)pireno Dibenzo(a,h)antraceno Benzo(ghi)perileno

Indeno(1.2.3-cd)pireno

Figura 8. Estructuras de los 16 PAHSs prioritarios estudiados.
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1.2.4  Normativas sobre disruptores endocrinos en alimentos

En 2018, se emitio en Bruselas un comunicado de la Comision al Parlamento Europeo
sobre los disruptores endocrinos. EI comunicado representaba una actualizacion en materia
de modo que siga siendo puntero y abordando de forma coherente la presencia de sustancias
endocrinas en diferentes ambitos, todo ello aprovechando el mayor conocimiento de la

materia, los resultados logrados y la experiencia adquirida (Union Europea, 2018a).

Actualmente, existen disposiciones especificas sobre la manera de abordar la cuestion
de los disruptores endocrinos. En el Reglamento (CE) 1107/2009 del Parlamento Europeo y
del Consejo se establecen los Limites Maximos de Residuos (LMR) (Union Europea, 2009),
término que se define como el limite legal superior de concentracion de un residuo de
plaguicidas en alimentos o pienso establecido con el Reglamento (UE) N° 396/2005 (Unién
Europea, 2005). Este reglamento esta basado en las buenas practicas agricolas y la menor
exposicion del consumidor necesaria para proteger a todos los consumidores, incluidos a los
mas vulnerables. Es necesario destacar que estos LMRs no son limites toxicolégicos, sino
limites toxicoldgicamente aceptables. Es decir, la superacion de un LMR no implica
necesariamente la existencia de un riesgo para la salud. Las bases de datos de LMRs lo
establece la Union Europea, apoyandose también en el Codex Alimentarius y, por ultimo, el
Registro Oficial de productos fitosanitarios del MAPA. A continuacion, en la Tabla 12 se
enumera los LMRs de los contaminantes objeto de interés en la presente Memoria de Tesis

Doctoral en muestras de leche.
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Tabla 12. LMRs de algunos de los EDCs estudiados en esta Memoria.

Contaminantes  mg/kg

Diazino6n 0.2
Dimetoato 0.05
Paration-metil 0.01
Malation 0.02
BPA 0.05
BPS 0.05
Fenol 0.05

2,6-Dimetilfenol 0.05
4-tert-Butilfenol 0.05

Por otro lado, el Reglamento (CE) N° 1907/2006 (Union Europea, 2006) es el
Reglamento relativo al registro, evaluacion, autorizacion y restriccion de las sustancias y
mezclas quimicas. En este Reglamento, se han incluido restricciones a la fabricacion, la
comercializacion y el uso de determinadas sustancias, mezclas y articulos peligrosos. El
pentaclorofenol y el nonilfenol han sido incluidos en esta lista; las restricciones de dichos
compuestos se especifican en la Tabla 13. Ademas, la Agencia de Proteccion Ambiental de

Estados Unidos, ha considerado al pentaclorofenol como probable cancerigeno (Grupo 2B).

Tabla 13. Restricciones del nonilfenol y pentaclorofenol por el Reglamento (CE) N°
1907/2006

No se comercializaran ni utilizaran como sustancias o en mezclas con una
) concentracion igual o superior al 0,1 en peso para los fines siguientes:
Nonilfenol «  Limpieza industrial e institucional

« Limpieza doméstica

«  Tratamiento de los textiles y del cuero

No podra comercializarse ni utilizarse:

Pentaclorofenol *  COmO sustancia _

< como componente de otras sustancias, 0 en mezclas, en
concentraciones iguales o superiores al 0,1 % en peso
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En cuanto a la legislacion en aguas, la Comision Europea ha incluido varios
disruptores endocrinos en la lista de sustancias prioritarias en el &mbito de la Politica de
Aguas, actualizada por ultima vez por la Directiva 2013/39/UE del Parlamento Europeo. En
la lista de sustancias prioritarias se incluyen sustancias como: diclorvos, clorpirifos,
pentaclorofenol, nonilfenol, octilfenoles e hidrocarburos policiclicos aromaticos (Unién
Europea, 2013).

Para el caso del bisfenol A, la EFSA ha sido clasificado como disruptor endocrino, y
sus analogos se han clasificado como toxicos. La Comision Europea prohibid el uso de BPA
en la industria de los biberones en 2011. La IDT comunicada por la EFSA es de 4.0 ug/kg de
peso corporal/dia. EI BPS, uno de los analogos del BPA, también ha sido restringido por la
EFSA para su uso en materiales en contacto con alimentos con un LME de 0,05 mg/kg de
alimento (EFSA, 2015). Segun la EFSA (2006), la exposicion de los lactantes al BPA es
menor (0.2 g/kg de peso corporal/dia) que en los lactantes de 3 meses que consumen leche de
botellas de plastico, y se estima que es de 4 g/kg de peso corporal/dia para niveles normales
de migracion y de 11 pg/kg de peso corporal/dia para niveles altos de migracion (EFSA,
2006). El Reglamento (UE) 2018/213 por el que se modifica el Reglamento 10/2011 sobre el
uso del BPA en los barnices, revestimientos y materiales de plasticos destinados a entrar en
contacto con los alimentos; prohibe el uso del bisfenol A en los biberones de bebés y otros
envases para la comida y establece limites de migracion especifica de 0.05 mg de BPA por
kg de alimento (Unién Europea, 2018b). En Estados Unidos, la exposicion de los lactantes al
BPA se ha restringido desde que la US Food and Drug Administration (US FDA) prohibié su
uso en resinas de policarbonato para biberones y tazas de bebé, resinas epoxidicas en
revestimientos para envases de preparados para lactantes y envases metalicos, etiquetados
como "sin BPA". El nivel sin efecto adverso observado (NOAEL) para la poblacion general
se determind en 5 mg/kg de peso corporal al dia, y para los nifios menores de dos afios, la
ingesta diaria estimada (IDE) fue establecido en 1.1 pg/kg de peso corporal. Tras la
prohibicion mencionada, el consumo de BPA se considera seguro en relacion con los usos
permitidos en envases y recipientes alimentarios (US FDA, 2014). Por otro lado, en Canada
y para proteger a los lactantes y nifios pequefios frente al BPA se ha propuesto que el BPA se

utilice en concentraciones minimas en los envases de alimentos para recién nacidos y
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lactantes, especialmente en las formulas infantiles. Al mismo tiempo, se prohibe la
fabricacion, importacion y venta de biberones de policarbonato con BPA (Health Canada,
2012).

El Reglamento (CE) 1333/2008 regula los aditivos alimentarios en toda la Unién
Europea (Union Europea, 2008), siendo modificado en 2011 en el Reglamento (UE)
1129/2011 (Unidn Europea, 2011b), donde viene recogido los aditivos que se pueden utilizar
en el territorio de la Unién Europea, los parabenos autorizados son el metilparabeno y el
etilparabeno, estan utilizados para utilizarse en patés, recubrimientos de frutos secos,

productos de confiteria y aperitivos a base de patata y almidén.

Varias organizaciones internacionales como la Agencia Internacional para la
Investigacién y el Cancer (IARC) y la Agencia de Proteccion Ambiental de los Estados
Unidos y el Codex Alimentarius han propuesto una lista de 16 PAHSs prioritarios. Ademas, el
IARC, ha clasificado los diferentes PAHS en cuatro grupos: grupo 1 (cancerigenos), grupo
2A (alta probabilidad cancerigena), grupo 2B (baja probabilidad cancerigena) y grupo 3 (no

clasificado respecto a la carninogeneidad) (Tabla 14).

Tabla 14. Lista de PAHSs clasificada segln su toxicidad (IARC, 2023)

Contaminante  Toxicidad (IARC) Contaminante Toxicidad (IARC)
Naftaleno 2B Benzo(a)antraceno 2B
Acenaftileno 3 Criseno 2B
Acenafteno 3 Benzo(b)fluoranteno 2B
Fluoreno 3 Benzo(k)fluoranteno 2B
Fenantreno 3 Benzo(a)pireno 1
Antraceno 3 Dibenzo[a,h]antraceno 2A
Fluoranteno 3 Benzo[g,h,i]perileno 3
Pireno 3 Indeno[1.2.3-cd]pireno 2B

Actualmente, existen dos legislaciones sobre PAHSs. La primera se engloba dentro del

Marco Europeo sobre el Agua (European Water Framework, 2023) y la segunda es el
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Reglamento (UE) N°835/2011 (Uni6n Europea, 2011a), en el que fija los contenidos méximos
de hidrocarburos policiclicos aromaticos en los productos alimenticios. La fijacion de limites
maximos en la legislacion constituye la medida de gestion del riesgo mas eficaz para proteger
a la poblacién general de los riesgos alimentarios. En la Tabla 15 se muestran los niveles
fijados por el Reglamento de la Union Europea en lo que respecta a los productos lacteos.

Tabla 15. Contenido mé&ximo permitido de hidrocarburos policiclicos aromaticos en
productos lacteos propuesto en el Reglamento (CE) 835/2011.

Contenido maximo (ug/Kg)

Suma de benzo(a)pireno,
Producto benzo(a)antraceno,
Benzo(a)pireno benzo(b)fluoranteno y

criseno

Preparados para lactantes y preparados de continuacion, 10 10
incluida la leche para lactantes y leche de continuacion. ' '

Por otro lado, la EFSA ha realizado una evaluacion de riesgos relacionada con con el
consumo de alimentos que contienen parabenos y ha fijado la ingesta diaria admisible (IDA)
en 10 mg/kg de peso corporal para el metilparabeno y etilparabeno, y sus sales. EI Comité no
recomend6 una IDA para el propilparabeno debido a la falta de datos sobre efectos adversos
(EFSA, 2004). Posteriormente, la Agencia Europea de Medicamentos (EMA) determiné la
IDA del propilparabeno en 1.25 mg/kg de peso corporal (EMA, 2015). Se espera que la
presencia de parabenos debida al uso de productos veterinarios sea muy baja en los alimentos
procesados industrialmente, por lo que no se ha fijado ningin limite méaximo de residuos
(Union Europea, 2015).
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1.3 Metodologias analiticas para la determinacion de disruptores endocrinos en
alimentos

En el apartado anterior queda bien definida la importancia de la deteccion de los
disruptores endocrinos en muestras alimentarias. Los dos problemas que presenta la
determinacion de estos contaminantes es su concentracion a nivel de trazas (ug/kg — ng/kg) y
la complejidad de las muestras de alimentos. Por este motivo, se requiere la combinacién de
diversas etapas de tratamiento de muestra con el fin de la prenconcentracion de estos
compuestos y eliminar la matriz compleja de los alimentos. En la Figura 9, se incluyen los
resultados del estudio bibliografico sobre las técnicas de extraccion mas utilizadas para
disruptores endocrinos y PAHs en muestras de leche y productos lacteos. Se puede observar
gue la técnica mas aplicada es la extraccion en fase solida (SPE), seguida por el método
QUECHERSs (Quick, Easy, Cheap, Effective, Rugged and Safe por sus siglas en inglés), las
técnicas de extraccion liquido-liquido (LLE) y microxtraccién en fase solida (SPME).
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A continuacién, se descibren los aspectos mas importantes de las técnicas de
tratamiento de alimentos.

IT SPME
1% | ya-DLLME
1%

QuEChERS
17%

B SPE B QUEChERS m LLE m SPME B MSPE H dSPE B UAE BT SPME B UA-DLLME

Figura 9. Porcentaje de aplicacion de las distintas técnicas extractivas para la extraccion de
disruptores endocrinos en muestras leche y productos lacteos en las publicaciones aparecidas
en el periodo 2012-Presente.

[Fuente Scopus; palabras clave: “pesticides”, “aromatic polycyclic hydrocarbons”, “phenols”,
“parabens”, “milk”, “dairy products”, “solid-phase extraction” (SPE), “solid-phase microextraction”
(SPME), “liquid-liquid extraction” (LLE), “ultrasonic assisted extraction” (UAE), “in tube solid phase
microextraction”(IT SPME) , “magnetic solid-phase” (MSPE),”matrix solid-phase dispersion”(dSPE),
“QuEChERS”, “ultrasounds-assisted dispersive liquid-liquid microextraction” (UA-DLLME).

1.3.1 Técnicas de tratamiento de muestras de alimentos

El tratamiento de muestra tiene como finalidad aislar los analitos de la manera mas
eficiente eliminando lo m&ximo posible el efecto matriz, siendo esta etapa critica a la hora de
obtener unos buenos resultados. Si el procedimiento de extraccion no se ha realizado
correctamente, parte de los analitos seguiran en la matriz de la muestra cometiéndose errores

en su determinacion (Poster et al., 1998). Como se ha comentado en el apartado de

Tesis Doctoral 71



Capitulo 1

introduccidn, los EDCs y PAHSs se encuentran en alimentos, envases y muestras ambientales
a nivel de trazas, lo que indica que existe una necesidad urgente de métodos que sean

sensibles, tengan bajos limites de deteccion y puedan lograr una deteccion réapida.

Por otro lado, la mayoria de las matrices de alimentos son extremadamente complejas
lo que dificulta la determincion de los contaminantes. Por ello, se requieren métodos de
tratamiento adaptado y flexible para obtener los datos experimentales mas convincentes. Estas
técnicas de extraccion juegan un papel importante en la purificacion de las muestras y la
preconcentracion de los analitos (Deng et al., 2019). Como se ha comentado en el apartado
anterior, la técnica que més se utiliza para estos fines es la SPE. Existen otras técnicas de
extraccion, como se puede observar en la Figura 9. A continuacion, se van a describir las
técnicas mas utilizadas para el tratamiento de muestras de leche y productos lacteos que se

emplean en la determinacién de PAHs y EDCs.

1.3.1.1 Extraccion en fase solida

La extraccion en fase sdlida es una de las técnicas analiticas mas utilizadas en la
actualidad. SPE ha ganado una amplia aceptacion debido a las desventajas que presentan otras
técnicas como son la extraccion liquido-liquido, tales como que presenta rendimientos
reducidos en la extraccion de compuestos polares, es laboriosa y lenta, existen la posibilidad
de formacion de emulsiones que dificulta la separacion de las dos fases, la necesidad de
evaporacion de grandes volimenes de disolvente y la posterior eliminacion de productos
quimicos toxicos o inflamables (Ptotka-Wasylka et al., 2015).

La SPE es una técnica ampliamente utilizada para la limpieza de compuestos
organicos no volatiles en muestras liquidas. Se trata de un procedimiento de retencion y
preconcentracion de los analitos en un solo paso, proporcionando un extracto adecuado para
su posterior analisis. Todo esto se fundamenta en la interaccion fisica-quimica que hay entre
la fase sdlida y la fase liquida que se ponen en contacto para que la técnica sea efectiva. El
proceso completo de esta técnica consiste en 4 etapas (Figura 10). La primera etapa consiste
en acondicionar el adsorbente seleccionado; la segunda consiste en cargar la muestra por el
adsorbente (los analitos de interés quedan retenidos al adsorbente a medida que pasa el liquido

y lamatriz es desechada); la tercera es la de lavado (esta etapa puede ser opcional dependiendo
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del tipo de matriz de muestra y adsorbente); y la cuarta etapa consiste en la elucién y

recuperacion de los analitos (Elmore, 2015).

Acondicionamiento Carga de muestra Lavado Elucion

Cartucho con
adsorbente

Activacion O

E—

[ — [ —

=—=
U U T

°
[T
Interferencias @ Analito %
°

Figura 10. Esquema del proceso de extraccion en fase solida

La interaccion entre los analitos objeto de estudio y los materiales adsorbentes pueden

estar basadas en diferentes naturalezas (Otero, 2009):

e Interacciones apolares: se producen entre los residuos hidrocarbonados de
los grupos funcionales del s6lido adsorbente y los analitos de la muestra.
Dado a su estructura apolar, estos analitos son facilmente adsorbidos
mediante fuerzas de Van der Waals.

e Interacciones polares: en estas interacciones se incluyen la formacion de
puentes de hidrégeno, interacciones dipolo-dipolo e interacciones m-m que
pueden ocurrir entre el sélido absorbente y los grupos funcionales de los
analitos, algunas de estas interacciones son posibles entre grupos amino,
hidroxilos y carbonilo, al igual que anillos aromaticos, dobles enlaces y

grupos de heterodtomos como el nitrdgeno, el azufre, el fésforo y el oxigeno.
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e Interaccion ibnica: estas se producen entre el analito, con carga positiva o
negativa, y un solido adsorbente con grupo funcional de la carga opuesta,
estas retenciones se ven favorecidas si los analitos se encuentran presentes en

una matriz de baja fuerza iénica.

La naturaleza y las propiedades del s6lido adsorbente son muy importantes para la
retencion efectiva de los analitos. Los principales requisitos de un sélido adsorbente son: la
posibilidad de extraer un gran ndmero de elementos a nivel de traza, poder trabajar a un
amplio rango de pH, alta capacidad, regenerabilidad, rapida adsorcion y elucion cuantitativa

de los analitos (Otero, 2009). A continuacion, se describen los principales adsorbentes.

e Adsorbentes inorganicos: el mas utilizado es la silica gel, se caracteriza por la presencia
de grupos silanol; que son intercambiadores i6nicos débiles y permiten la extraccion
de especies ionicas. La retencion cuantitativa de los iones depende en gran medida del
pH de la muestra, ya que en condiciones acidas los grupos silanol se encuentran
protonados y su capacidad intercambiadora de iones se ve muy reducida, o incluso,
completamente impedida. A pesar de la gran variedad de fases enlazadas disponibles,
la Cys es la fase mas ampliamente utilizada. Este absorbente presenta un rango de pH
acidos (por debajo de 4) a pH basicos (por encima de 8). A parte de la silica en gel,
otros absorbentes inorganicos empleados son: didxido de titanio, alimina, 6xido de
magnesio y florisil.

e Adsorbentes organicos: estos adsorbentes se pueden dividir en poliméricos (polimeros
naturales y sintéticos) y no poliméricos (carbon y naftaleno). Los adsorbentes organicos
preconcentran los contaminantes a nivel de traza y pueden ser empleados en todo el
rango de pH. La eficiencia de los adsorbentes poliméricos depende de varios factores
como el tamafio de particula, el area superficial, diametro del poro y el grado de
entrecruzamiento. Los adsorbentes organicos mas empleados son (Otero, 2009):

Amberlitas XAD-1, XAD-2, XAD-4 y XAD-16: Son resinas macroporosas de
poliestireno-divinilbenceno (PS-DVB). Estas resinas preparadas por impregnacion
del ligando son dificiles de reutilizar debido a la lixiviacion parcial del ligando tras

la utilizacion del polimero ).
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Oasis HBL. Son polimeros de N-vinilpirrolidona-divinilbenceno (NVP-DVB). Su
composicion consiste en una proporcion equilibrada de N-vinilpirrolidona (permite
la humectacién de la resina) y divinilbenceno (permite la retencion en “fase
reversa” de los analitos). Es el adsorbente comercial mas utilizado para la
extraccion de diferentes tipos de compuestos como productos farmacéuticos,
proteinas, plaguicidas, edulcorantes, productos quimicos, drogas, etc.; partiendo de
matrices como alimentos, aguas ambientales, y fluidos biolégicos. Oasis HLB no
solo extrae los analitos de la matriz, si no que presenta la ventaja de eliminar las
interferencias de la matriz de la muestra (Fontanals et al., 2019). Recientemente,
se incluye Oasis HLB PRIME (proceso, solidez, mejoras, efecto matriz y facilidad
de uso por sus siglas en inglés), disefiado para simplificar los procesos de
extraccion en fase solida, ademas de eliminar mas del 95% de las interferencias
comunes que se presentan en la matriz como proteinas, sales y fosfolipidos. Este
absorbente presenta la ventaja que no requiere un acondicionamiento para

proporcionar excelentes recuperaciones.

Lipid (EMR-Lipid). El adsorbente “Agilent Bond Elut Enhanced Matrix Removal-
Lipid (EMR-Lipid)” pertenece a un nuevo material adsorbente que elimina de
forma selectiva lipidos de la muestra no adsorbiendo los analitos deseados. La
eliminacion de interferencias de lipidos de matrices complejas es especialmente
importante para las técnicas de extraccion como QUEChERS (Zhao & Lucas,
2015).

Como puede verse en la Figura 9, la técnica de SPE es la técnica mas popular para la
determinacion de EDCs en productos lacteos, ya sea sola 0 en combinacidn con otras técnicas.
Autores como Azzouz et al. (2016), Casajuana & Lacorte (2004), Grumetto et al. (2013), Liao
& Kannan (2013) y Ye et al. (2008) han determinado EDCs en productos lacteos, usando la
técnica de SPE para el tratamiento de las muestras, obteniéndose unos rangos de recuperacion
de 86-104%, 73-81%, 93-106%, 66-126% Yy 84-119%, respectivamente. Otros autores han
utilizado la técnica de SPE junto a otras técnicas para la extraccion de diferentes EDCs. Por

ejemplo, Chung et al. (2010) y Shariatifar et al. (2020) aplicaron las técnicas de SPE y LLE
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para la extraccion de PAHs presentes en muestras de leche, obteniéndose unos valores de
recuperacion de 80 a 120% y 86-100%, respectivamente. También Gul et al. (2105), Lee et
al. (2015), Naccari et al. (2011) y Santonicola et al. (2017) aplicaron las técnicas de SPE y
LLE junto a la saponificacion en diferentes métodos para la determinacion de PAHSs en
productos lacteos, obteniéndose recuperaciones de 73-93%, 87-103%, 89-94% y 65-89%
respectivamente. Gazzotti et al., (2009) aplicaron ambas técnicas de extraccion para la
extraccion de plaguicidas organofosforados en leche, obteniéndose recuperaciones entre el 60
y el 167%. Shamsipur et al. (2016) han propuesto un método para la determinacion de
plaguicidas en leche, usando para el tratamiento de la muestra las técnicas de SPE y DLLME,
obteniéndose unos valores de recuperacion de 66-102%. Finalmente, Pluta-Kubica et al.
(2020) usaron la técnica de SPE y el método Soxhlet para la extraccién de PAHSs en queso

obteniéndo unos valores en el limite de cuantificacion de 900-20 000 ng/kg.

1.3.1.2 Microextraccion en fase solida

A principios de la década de 1990, se introdujo por primera vez la técnica
microextraccion en fase solida (Arthur & Pawliszyn, 1990). Abordaba la necesidad de una
preparacion de muestra rapida y sin solventes que combina el muestreo, aislamiento y la
preconcentracion simultanea para analitos volatiles y no volatiles en muestras complejas en

un solo paso (Jalili et al., 2020).

La técnica de SPME se basa en el uso de una fibra recubierta con un adsorbente
polimérico para extraer analitos de una variedad de matrices. La extraccion se realiza
exponiendo el recubrimiento de fibra a una matriz de muestra o extracto, o suspendiéndola en
el espacio de cabeza, hasta alcanzar un equilibrio entre el analito y la fibra de recubrimiento.
Después del equilibrio los analitos atrapados se determinan colocando la fibra de
recubrimiento en el puerto de inyeccion de un cromatografo de gases o vial de desorcién para
el andlisis de cromatografia liquida. El principio de extraccion depende del equilibrio de
reparto del analito entre la matriz de muestra y la fase de extraccion (Huang et al., 2019). En

resumen, esta técnica tiene dos etapas fundamentales (Lord & Pawliszyn, 2000):
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1. Extraccion de los analitos de la muestra hacia la fibra. La aplicacion de SPME se
puede dar por dos procedimientos:

a) Microextraccion en fase solida por inmersion directa (DI-SPME). En el
procedimiento de DI-SPME, permite que la fibra interactle directamente con la
solucion de muestra por inmersion. En esta etapa, los analitos se extraen
directamente del medio matriz a la fase estacionaria inmovilizada de la fibra
(Figura 11) (Yilmaz & Soylak, 2020).

C—1

Fibra de
adsorbente

Muestra

Figura 11. Esquema de microextraccion en fase sélida por inmersion directa.

b) Microextraccion en fase solida por espacio de cabeza (HS-SPME). En el
procedimiento de HS-SPME, los analitos no estan en contacto directo con la
matriz de la muestra. Sirve para la extraccion de compuestos volatiles en muestras
solidas y liquidas. El recubrimiento de la fibra no se ve afectado, ni dafiado por
las impurezas no gaseosas de la matriz de la muestra y de los disolventes (Yilmaz
& Soylak, 2020).

2. Desorcidn de los analitos para su determinacion. A pesar de las ventajas que presenta
esta técnica, también presenta algunas limitaciones. Algunas de estas limitaciones son
la cantidad reducida de adsorbentes, la fragilidad de la fibra, los posibles efectos de
memoria a la hora de reutilizarla, su elevado coste y la dificultad del acoplamiento on-

line con otras técnicas instrumentales.
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La técnica de SPME ha sido utilizada por varios autores en la etpa de preparacion de
muestra en metodologia para la determinacion de distintas familias de EDCs en muestras de
leche y derivados lacteos, Por ejemplo, Aguinaga et al. (2007) y Lin et al. (2016) determinaron
PAHSs en productos lacteos, obteniendo unos valores de recupeacion de 88-112% y 75-108%,
respectivamente. Otro autores como Mei et al. (2015) han aplicado esta técnica para la
extraccion de compuestos fendlicos en muestras de leche, con porcentajes de recuperacion de
76-118%.

1.3.1.3 Microextraccion en fase sélida por tubo

Como consecuencia de la gran variedad de muestras y analitos que se han
determinado por SPME, en los Gltimos afios, se han desarrollado variantes de esta técnica de
extraccion para hacerla mas rapida y efectiva. “In tube-SPME” (IT-SPME) es una variante
gue surge principalmente del acoplamiento en linea con un cromatégrafo. Por lo que se
combina las ventajas de SPME con la separacion y deteccién en linea de los analitos. La
técnica de IT-SPME se basa en el uso de un tubo capilar de silice fundida empaquetado o
recubierto en su superficie interna con una fase extractiva. La muestra pasa a través del
capilar, extrayendo los analitos por adsorcién. Los analitos extraidos son desorbidos por un
disolvente llenado dicho capilar, y este disolvente es recogido en linea con el instrumento

analitico, para su deteccidn y cuantificacion (Moliner-Martinez et al., 2019).

La técnica de IT-SPME es menos utilizada en los métodos para la determinacion de
ECDs en productos lacteos. Autores como Pang et al. (2018) han propuesto un método
analitico basado en el uso esta técnica en la etapa de tratamiento de muestra con el objeto de
dterminar 10 PAHs en muestras de leche. Estos autores consiguieron porcentajes de

recuperacion entre el 76 y el 119%.

1.3.1.4 Extraccion en fase sélida magnética

La extraccion en fase solida magnética (MSPE) es un nuevo tipo de SPE basado en

el uso de adsorbentes magnéticos. Esta técnica de extraccion ha sido estudiada debido a su
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potencial aplicacion en varios campos de la ciencia de la separacion. En general, el material
adsorbente no necesita empaquetarse en ningun tipo de dispositivo, como en SPE tradicional
(Vasconcelos & Fernandes, 2017). La técnica MSPE implica la adicion de un adsorbente
magnético en particulas a la solucion de la muestra. Los analitos de interés se adsorben sobre
el material magnético. Las particulas magnéticas (que absorben los analitos) se separan de la
solucion de muestra mediante la aplicacion de un campo magnético externo. Finalmente, los
analitos se recuperan del adsorbente por elucion con el disolvente apropiado y posteriormente
se analiza (Herrero-Latorre et al., 2015). Un esquema general para el procedimiento MSPE

se muestra en la Figura 12.

Algunas de las ventajas que presenta la técnica de MSPE sobre la extraccion
tradicional en fase s6lida son: evita procedimientos de SPE en columna tediosos, proporciona
una separacién de analitos rapida y simple que evita la necesidad de centrifugacion o etapas
de filtracion. Los adsorbentes magnéticos sintetizados hasta la fecha tienen una alta
selectividad, incluso cuando se analizaron matrices complejas de campos ambientales o
bioldgicos, dado que la mayoria de las impurezas de la muestra son diamagnéticas, no
interfieren con las particulas magnéticas durante el paso de separacion magnética y la
automatizacion de todo el proceso es posible con el analisis de inyeccion de flujo y otras
técnicas relacionadas, que conducen a métodos rapidos, selectivos, sensibles y repetibles para

determinaciones de rutina (Herrero-Latorre et al., 2015).

Esta técnica también ha sido empleada en las etapas previsas de preparacion de
muestra para la determinacion de EDCs. Asi por ejemplo, investigadores como Zhang et al.
(2012) la han usado para la determinacion de 6 PAHs en muestras de leche. No obstante, estos

autors han obtenido uno rendimientos bajos de recuperacion (42-62%).
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Adiccion del
disolvente

—_— —_— —_— —_—
Dispersion del Separacion de Eliminacion de Elucion Retirvada del
sorbente solido las fases Ia fase acuosa disolvente para
magnético su analisis

Figura 12. Esquema del procedimiento para llevar a cabo la extraccion en fase
s6lida magnética.

1.3.1.5 Extraccion en fase solida dispersiva—método QUEChERS

La extraccion en fase sélida dispersiva (dSPE) es una técnica rapida y sencilla para
llevar a cabo la limpieza de muestras. Tras su desarrollo alcanz6 un gran numero de
publicaciones en el analisis de plaguicidas, especialmente para el analisis de frutas y verduras,
ya que demostr6 una mayor recuperacion y reproducibilidad. Basado en este tipo de
extraccion Anastassiades et al. (2003) publicaron un método nombrado QUEChERS que es
un acrénimo creado de las palabras en inglés de Quick (rapido), Easy (sencillo), Cheap
(barato), Effective (eficaz), Rugged (robusto) y Safe (seguro) (Varela-Martinez et al., 2019).
Este método se hizo popular debido a su procedimiento de extraccién a micro-escala, siendo
mas simple, mas rdpido y utilizando menos solventes organicos que otros métodos
(Narenderan et al., 2020). Al mismo tiempo y como resultado de la especificidad de cada
analito y matriz de muestra, aparecieron algunas modificaciones, como el uso de tampones

para evitar la degradacion del pH de cierto analitos (Varela-Martinez et al., 2019).

El método QUEChERS fue adoptado como método oficial de AOAC (Asociacion de
Comunidades Analiticas) y otro método estandar del Comité Europeo de Normalizacion

(Varela-Martinez et al., 2019). El procedimiento cominmente usado implica un paso inicial
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de extraccion con acetonitrilo debido a su alta recuperacion seguida de un fendmeno de
reparticion liquido-liquido por adiccion de sulfato de magnésico anhidro (MgSOa) y cloruro
de sodio (NaCl). El MgSOa ayuda en el proceso de extraccion a mejorar la recuperacion y
favorecer el reparto en la fase organica, por otro lado, el NaCl ayuda a controlar la polaridad.
El acetato sodico y otras sales acttan controlando el pH. El segundo paso implica la
eliminacion del agua residual y la limpieza mediante la adiccion de una mezcla basada en
MgSQO.Yy un adsorbente, como una amina primaria y secundaria (PSA). Por ultimo, se lleva a
cabo una centrifugacion y el extracto esta listo para ser directamente analizado o sometido a

evaporacion y recomposicion en el disolvente apropiado para su analisis.

-

Disolvente +
Muestra adiccién Agitar Centrifugar Transferir el sobrenadante
QuERChERS

Figura 13. Esquema del procedimiento para llevar a cabo la extraccién método
QUERChERS

Como se puede observar en la Figura 9, el método QUERChERSs es muy aplicado para
la determinacion de EDCs. Investigadores como Al-Julaifi et al. (2015), Chung et al. (2010)
y Manav et al. (2019) determinaron plaguicidas organofosforados por el método QUERChERS
en productos lacteos, con unos porcentajes de recuperacion entre 70-130%. Dualde et al.
(2019), Tuzimski &Szubartowski (2019) y Xiong et al. (2018) analizaron bisfenoles y
parabenos en leche, con porcentajes de recuperaciones de 83-115%, 57-88% y 76-94%,
respectivamente. Por Ultimo, autores como Sun et al. (2020) determinaron 16 PAHSs en

muestras de leche con recuperaciones entre 63-105%.

Tesis Doctoral 81



Capitulo 1

1.3.1.6  Extraccion liquido-liquido

La técnica de extraccion liquido-liquido (LLE) se basa en la transferencia de una

sustancia de un liquido A a un liquido B, inmiscibles entre ambos. El fundamento principal

de esta técnica se basa en la relacion entre los coeficientes de reparto y distribucion de los

analitos entre las dos fases en contacto. La seleccion adecuada del disolvente de extraccion es

la clave para el funcionamiento de la extraccion. Algunas de las propiedades a tener en cuenta
son (Cela et al., 2003):

b)

c)

d)

f)

9)

Relacion de distribucion del soluto: indica la solubilidad del soluto en el
disolvente, cuando la relacion de distribucién es mayor, el volumen de disolvente
sera minimo.

Selectividad: diferencia en la solubilidad entre soluto y diluyente. Hay un menor
namero de etapas de contacto a mayor selectividad.

Gravedad especifica: una considerable diferencia entre las densidades de los
disolventes logra una mejor separacién de los componentes.

Viscosidad: una baja viscosidad favorece la transferencia de las moléculas del
soluto hacia el disolvente.

Tensién interfacial: se requiere alta ya que requiere una alta coalescencia de las
gotas de la emulsién favoreciendo la separacion.

Volatilidad: la volatilidad del solvente tiene que ser muy distinta a la del soluto,
la separacidn se puede hacer por evaporacién instantanea o destilacion, debido a
eso se busca solventes con alta volatilidad.

Reactividad: la reactividad del disolvente debe ser estable e inerte quimicamente,

respecto al analito y al material de trabajo.

Esta técnica permite llevar a cabo extracciones de manera relativamente rapidas a

niveles traza, normalmente esta técnica se aplica en combinacién con una etapa de clean-up

para eliminar compuestos coextraidos junto a los analitos y que pueden interferir en la

determinacion cromatografica. En esta técnica se pone en contacto la muestra liquida que

contienen los analitos junto a un volumen determinado de otro disolvente no miscible con el

82
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disolvente original de la muestra, se agita vigorosamente y se deja decantar hasta observar
una separacion entre ambas fases. La extraccion liquido-liquido no requiere un equipamiento
especial y es facil de operar, lo que se hace adaptable para el pretratamiento de muestra. Sin
embargo, el uso excesivo de solventes organicos, la pérdida de analitos y las bajas eficiencias
de extracciones hace que se aplique con méas frecuencia la microextraccion liquido-liquido
(Valcarcel & Cardenas, 2000).

El uso de la técnica de LLE esta muy extendido junto a otras técnicas de extraccion o
de limpieza de muestra; entre ellas se encuentra extraccion en fase sélida. Varias familias de
ECDs han sido analizadas por estas técnicas como por ejemplo: Chung et al. (2010) y
Shariatifar et al. (2020) aplicaron las técnicas de LLE y a SPE para la determinacion de PAHs
en muestras de leche, obteniéndose unos valores de recuperacion de 80-120% y 86-100%,
respectivamente. Battisti et al., (2015), Iwegbue & Bassey. (2013) y Kacmaz. (2019)
realizaron una saponificacion junto a la aplicacion de la técnica de LLE para la determinacion
de PAHSs, obteniéndose unas recuperaciones entre 84-106%, 79-99% y 84-106%,
respectivamente. Gul et al. (2105), Lee et al. (2015), Naccari et al. (2011) y Santonicola et al.
(2017) aplicaron la técnica de LLE junto a SPE y saponificacién para la determinacion de
PAHSs en productos lacteos, obteniéndose recuperaciones entre 73-93%, 87-103%, 89-94% y
65-89% respectivamente. Finalmente, Gazzotti et al., (2009) usaron las técnicas de LLE y
SPE en un método para la determinacion de pesticidas organofosforados en leche. Estos

autores consiguieron recuperaciones entre 60 y 167%.

1.3.1.7 Microextraccion dispersiva liquido-liquido

En los ultimos afios, existe un creciente interés en la simplificacién y miniaturizacion
de los sistemas de tratamiento de muestra, introduciendo disolventes menos contaminantes y
disminuyendo considerablemente las cantidades de disolventes organicos. La
microextraccion dispersiva liquido-liquido (DLLME) fue introducida por Assadi y sus

colaboradores en 2006 y consta principalmente de dos etapas (Rezaee et al., 2010):
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e Inyeccion de una mezcla apropiada de disolvente de extraccion y un disolvente
dispersivo en una muestra acuosa que contiene los analitos: En este paso, el disolvente
de extraccidn se dispersa en la muestra acuosa como gotas muy finas y los analitos se
enriquecen con él. Debido a la gran area superficial entre el solvente de extraccién y
la muestra acuosa, el estado de equilibrio se logra rapidamente y la extraccion es

independiente del tiempo.

e Centrifugacién de la disolucién turbia: Después de la centrifugacidn, los analitos en

la fase sedimentada pueden determinarse mediante instrumentos analiticos.

La técnica de DLLME se ha convertido en una técnica de preparacién de muestras
muy popular, sus principales ventajas son: el consumo insignificante de disolvente de
extraccion, corto tiempo de extraccion y el alto factor de enriquecimiento debido a la alta
relacion de fase del donante (muestra acuosa) y receptor (disolvente de extraccion) (Yan &
Wang, 2013). En consecuencia, la técnica DLLME es simple, rapida, econémica y facil de
operar. Este método Ilama la atencion debido a la amplia gama de aplicaciones tanto para
analitos organicos como inorganicos en diferentes muestras. En la Figura 14, se presenta un

esquema general para el procedimiento DLLME.
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Eliminacion de
Agitacion Centrifugacion Ia fase acnosa

AVARRE V4 v 4

Inyeccidin de la fase Dispersion de la fase Fasesseparadas Retirada de la fase
exfractante ¥ agente extractante extractante
dispersanle en la enrigquecida
muestra

Figura 14. Esquema de microextraccion dispersiva liquido-liquido

A partir de esta técnica se han desarrollado nuevas variantes como la microextraccion
liquida-liquida dispersiva asistida por ultrasonidos (UA-DLLME). En esta variante se utiliza
la energia ultrasonidos para generar la dispersion de la fase extractante, obviando el agente
dispersante; en la sUltimas publicaciones se ha incluido un disolvente organico con el fin de
favorecer la formacion de la emulsion. Esta variante de DLLME presenta algunas ventajas
como por ejemplo la eliminacion del agente dispersante, mejoras en la eficacia y velocidad

de la extraccion (Fernandez, 2017).

Varios investigadores han utilizado esta técnica junto a otras técnicas para la
extraccion de plaguicidas y compuestos fendlicos. Por ejemplo, Shamsipur et al. (2016) ha
propuesto un método para la determinacion de diclorvos y diazinon que empleaba las técnicas
de SPE y DLLME en la etapa de tratamiento de muestra, obteniendo porcentajes de
recuperacion de 66-102%. Investigadores como Qiao et al. (2022) y Lv et al. (2014)

determinaron bisfenoles, 4-clorofenol, nonilfenol y octilfenol en productos lacteos, usando la
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técnica UA-DLLME para la extraccion de los analitos. Estos autores consiguieron unos
porcentajes de recuperacion de 83-119%.

1.3.1.8  Extraccion asistida por microondas

La extraccion asistida por microondas (MAE) es una técnica de extraccion verde
automatizada y bien establecida. La técnica MAE es un proceso que consiste en poner una
matriz gque contiene analitos de interés con un disolvente adecuado, el cual se calienta por la
energia de las ondas electromagnéticas, la extraccidon depende de la temperatura aplicada y de
la naturaleza del solvente (Llompart et al., 2019). La energia de microondas es una radiacién
no ionizante (frecuencia 300-300000 MHz), que puede penetrar en ciertos materiales e
interactuar con el componente polar para generar calor. Para que se genere este calor en el
proceso de extraccion es necesario que el disolvente posea propiedades dieléctricas. El
calentamiento de la energia de microondas actla directamente sobre las moléculas por
conduccion idnica y rotacién de dipolos (Wang et al., 2016). En la mayoria de los casos estos

dos mecanismos de interaccién se producen simultaneamente (Vinatoru et al., 2017):

La conduccion iodnica: se refiere a la migracion electroforética de los portadores de
carga (por ejemplo, iones y electrones) bajo la influencia del campo eléctrico
producido por microondas.

La rotacion dipolo: se relaciona con el movimiento alternativo de moléculas polares
que intentan alinearse con el campo eléctrico. Las colisiones mdltiples de esta
agitacion de moléculas generan liberacién de energia, lo que resulta en un

calentamiento rapido.

Las principales ventajas de la técnica de MAE es la reduccion del tiempo de
extraccion, que se puede atribuir principalmente a la diferencia en el rendimiento de
calentamiento del microondas y el calentamiento convencional. MAE pertenece mas a la
quimica verde que otros métodos clasicos y ofrece ventajas como; acortamiento significativo

del tiempo para muchos procesos con ahorros posteriores de energia; uso de menos
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disolventes, lo que reduce la generacion de residuos y evita la contaminacién; método de bajo
costo con mayor productividad; y brinda la posibilidad de acoplamiento en linea a otros pasos
analiticos (Wang et al., 2016).

Autores como Fang et al. (2012) realizaron una extraccion asistida por microondas
en fase solida para la determinacién de plaguicidas en leche infantil, obteniendose porcentajes

de recuperacion de 72-111 %.

1.3.1.9 Extraccidn asistida por ultrasonidos

La extraccion asistida por ultrasonidos (UAE) consiste en utilizar ondas de
ultrasonidos para agitar la muestra en contacto con un disolvente organico (Cela et al., 2003).
Los ultrasonidos son ondas mecénicas que presentan una frecuencia igual o superior a los 20
kHz, y se propagan en un medio eléstico generando zonas que alternan la compresion y la
expansion, en estas regiones se produce el fenémeno de cavitacion, basado en la formacion
de microburbujas de gas que se expanden o contraen hasta alcanzar un punto critico,
generando zonas de alta presion y temperatura (Fernandez, 2017). Esta técnica acorta el
tiempo de extraccion por el incremento de presion que se produce en el interior de la muestra,
favoreciendo la penetracion del disolvente en la matriz, y un aumento en la solubilidad debido
al incremento de la temperatura (Cela et al., 2003). Normalmente, la UAE se realiza en un
bafio de ultrasonidos, en la cual la muestra recibe desde el exterior la radiacion, o mediante

una sonda que pone en contacto directo el binomio muestra-extractante.

Autores como Quiao et al. (2022), determinaron bisfenoles y 4-clorofenol en leche,
donde utilizaron una combinacion de microextraccion liquido-liquido dispersiva asistida por

ultrasonidos, obteniendo unos porcentajes de recuperacion de 83-119%.

1.3.2 Técnicas para la determinacién de contaminantes organicos en alimentos

Del estudio bibliografico realizado se desprende que los métodos de separacion

cromatogréficas son las técnicas analiticas mas empleadas para la separacion y deteccion de
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contaminantes y residuos en alimentos objeto de estudio en esta Memoria. Tanto la
cromatografia de gases (CG) como cromatografia liquida en columna (HPLC) se usan
ampliamente en este campo con distintas modalidades de deteccion, otras técnicas analiticas
empleadas con son electroforesis, espectroscopia y sensores, sin embargo, estas técnicas se
emplean entre 1 aun 2 %. La cromatografia de gases se emplea en un 66%, seguido de HPLC
en un 29% (Figura 15). En este apartado de la Memoria se incluyen los aspectos mas

relevantes las técnicas cromatografias.

Espectroscopia
1%

Electroforesis
2%

Figura 15. Porcentaje de los principales métodos analiticos para la determinacion y
cuantificacion de disruptores endocrinos en muestras leche y productos lacteos en las
publicaciones aparecidas en el periodo 2012-Presente.

9 ¢

[Fuente Scopus; palabras clave: “pesticides”, “aromatic polycyclic hydrocarbons”,

29 ¢

“phenols”,”bisphenols” “nonyphenol” “parabens”, “milk”, “dairy products”,
“chromatographic liquid” (HPLC), “chromatographic gas” (CG) “’sensors” “electrophoresis”
“ spectroscopy” “’spectrofluorescence” .

1.3.2.1 Cromatografia de gases

En la Figura 16 se incluyen las partes basicas de las que se compone un cromatografo
de gases. En primer lugar, la muestra se introduce en en el inyector del cromatografo, ya sea
mediante inyeccion de liquidos o por desorcion térmica desde un sélido. El inyector debe de
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estar a una temperatura mayor a la del punto de ebullicion del disolvente de la muestra y la
de los analitos. La muestra es diluida por el gas portador y una fraccion de este gas portador
es la que entra en la columna, si se utiliza la modalidad de division de flujo. Posteriormente,
en la columna se realiza la separacion de los analitos dependiendo de la temperatura y la
afinidad de los analitos por la fase estacionaria. La columna se encuentra dentro de un horno.
Tras atravesar la columna, los analitos llegan a un detector, donde se produce una sefial
eléctrica que es amplificada y enviada a un sistema de almacenamiento de datos para ser
analizada (Sogorb & Vilanova, 2004).

Controlador de flujo

l—\nveclores —l
Datos

J

Divisor|de muestra

2

Control
de division

de flujo :/?IQQQ?S M)

Columna capilar ‘]etecmres
@ |

Columna empaquetada

T L Horno calefactor

Depésito de gas portador

Figura 16. Esquema de un cromatografo de gases (Sogorb & Vilanova, 2004).

Un sistema de cromatografia de gases comprende dos fases: una fase movil y una fase
estacionaria. La fase movil es un gas inerte también conocido como gas portador
(normalmente helio, hidrégeno o nitrdgeno), su funcion es la de transportar el analito a través
de la columna y transportar una matriz adecuada al detector. Se recomienda el helio para
lograr separaciones mas rapidas. Los analitos se distribuyen entre las fases movil y
estacionaria dependiendo de su afinidad relativa por ambos. Por lo tanto, los compuestos con
mayor afinidad por la fase estacionaria se retienen mas tiempo y se eluyen més tarde que

otros.

1.3.2.1.1 Clasificacion de CG segun la fase estacionaria

La separacion cromatografia en CG se lleva a cabo por dos principios: cromatografia

de gas-solido (CGS) (cromatografia de adsorcion) y cromatografia de gas-liquido (CGL)
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(cromatografia de particion). La modalidad CGS es limitada a moléculas polares, la fase
estacionaria es un sélido sobre el que se retienen los analitos por adsorcidn fisica. La retencion
de los analitos depende de la fase estacionaria en funcion de la solubilidad en el liquido. Su
aplicacion es limitada debido a la retencion semipermanente de las moléculas activas o
polares y en la obtencion de picos de eluccion con colas muy notables (Sogorb & Vilanova,
2004). La modalidad de CGL, es de gran aplicacién en todos los campos de la ciencia. Su
denominacion se suele abreviar como cromatografia de gases (CG). En CGL, la fase
estacionaria es un liquido inmovilizado sobre un soporte inerte de alto punto de ebullicién,
esta fase debe ser estable y no volatil a las temperaturas empleadas en el analisis, y de

temperatura similar a las muestras que se desea separar en ella (Skoog et al., 2018).

1.3.2.1.2 Fases estacionarias de las columnas cromatogréaficas

Las propiedades deseables de una fase estacionaria en cromatografica gas-liquido
son: baja volatilidad, estabilidad térmica y quimicamente inerte. La eleccién apropiada es
decisiva para obtener una buena separacion. Para que un analito tenga un tiempo de retencion
razonable en la columna, debe presentar cierto grado de compatibilidad (solubilidad) con la
fase estacionaria (Skoog et al., 2018). Las fases estacionarias se pueden clasificar en polares,
no polares y semipolares. En la Tabla 16, se muestra las fases estacionarias mas ampliamente

utilizadas para la CGL.
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Tabla 16. Fases estacionarias para cromatografia gas-liquido (Sogorb & Vilanova, 2004)

. . Limite de
Fase estacionaria
temperatura
No polares
Escualeno 150
100% metilpolisiloxano 300
5% fenil/95% metipolisiloxano 300
Moderadamente polares 300
14% cianopropilfenil/86%metilpolisiloxano 225
50% fenil/50% metipolisiloxanofenilsiloxano carborano
Polares
50% cianopropil/50% metipolisiloxano 275
50% trifluoropropil/50/ metipolisiloxano 250
Polietilenglicol 225
Muy polares
70%cianopropilpolisilfenilenosiloxano
S . . 250
Poli (dietilenglicol succinato) 200

1.3.2.1.3 Control de temperatura

La temperatura es el factor clave en cromatografia de gases. Existen tres zonas del
CG donde esta variable debe de ser controlada; el inyector, el horno y el detector (Valcarcel
& Cardenas, 2000). Sin embargo, el factor mas determinante para que se produzca una
separacion analitica, estd determinada por la temperatura del horno. ElI aumento de la
temperatura de la columna acelera la elucién de los analitos, ya que aumenta su volatilidad y

por lo tanto la velocidad con que se desplazan en la fase mévil.

En cromatografia se puede trabajar en dos modos: en condiciones isotermas, donde
la temperatura es constante y en gradiente, donde la temperatura varia a lo largo de
cromatograma. El uso de gradientes de temperatura mejora la resolucion cromatografica
disminuyendo el ancho de los picos y evitando o disminuyendo la formacion de colas en los
picos. También con el uso de gradientes de temperatura se reduce el tiempo para llevar a cabo
la separacién cromatografica y se incrementa la sensibilidad. Por lo cual la modalidad de

gradiente es la mas usada (Skoog et al., 2018).
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1.3.2.1.4 Detectores

La mision del detector es poner de manifiesto el paso de los analitos
originando una sefal eléctrica, siendo registrada y enviada a un microprocesador (Valcéarcel
& Cardenas, 2000). Existe una gran variedad de detectores que indican los cambios de
composicion del gas que eluye de la columna. Un detector universal serd aquel que responda
a todos los compuestos, mientras que resultara tanto mas selectivo cuantas menos familias de
componentes o solutos sean detectadas (Cela et al., 2003). En la Tabla 17, se presenta los
detectores mas comunes, utilizados en CG, junto a las caracteristicas generales. Los detectores
mas sensibles han permitido el desarrollo de métodos de anélisis de componentes al nivel de

trazas o ultratrazas (Sogorb & Vilanova, 2004).
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Tabla 17. Caracteristicas generales de los detectores para cromatografia de gases (Cela et al.,
2003).

Detector Acrénimo Tipo Selectivo para

Cualquier soluto con conductividad

Conductividad térmica TCD Universal térmica diferente de la del portador
lonizacion de llama FID Selectivo Solutos que S¢ loniza en una llama de
aire/hidrogeno
lonizacion termoionica NPD Selectivo Solutos con nltrggeno, fosforoy
heterodtomos
Captura electronica ECD Selectivo Solutos capaces,de gapturar electrones
térmicos
Fotoionizacién PID Selectivo Solutos ionizables por la radiacién UV
Conductividad ELCD Selectivo Solutos con halégenos, nitrégeno o
electrolitica (HALL) azufre
Fotomeétrico por llama FPD Especifico Solutos con fosforo y azufre
Espectrometria de masas MSD Unlve,rs_all Ajustable para cada especie
especifico
Espectrometria infrarroja FTIR Universal Reqgistra vibraciones moleculares
Universal/ i i
Emisién atémica AED Ajustable a los diferentes t,elementos y
selectivo selectivo para heteroatomos

En la Tabla 18, se recogen algunos de los métodos mas recientes para la
determinacion de EDCs en productos lacteos basados en el uso de la GC. Estos analitos y
muestras seran objeto de estudio en esta Memoria. En esta Tabla ademés se incluyen las
técnicas de preparacion de muestra, el detector utilizado, asi como las principales
caracteristicas analiticas de los métodos seleccionados. Como se puede observar en la Tabla
18, el detector mas utilizado para la determinacién de EDCs en productos lacteos es el de
espectrometria de masas. Este detector se describira con mas profundidad en el Apartado
1.3.2.1.4 de esta Memoria.
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Tabla 18. Métodos para la determinacion de EDCs en muestras de productos lacteos basados
en la cromatografia de gases.

Tratamientos

Analitos Muestras Técnicas Caracteristicas analiticas Referencias
de muestras
. LOD: 150 000-180 000 ng/L .
BPA y nonilfenol Leche SPE CG-MS RSD: 5 % (Casajua;goia) Lacorte,
R:73-81%
Productos LOD: 30-1560 ng/L
16 PAHs l4cteos DI-SPME GC-MS RSD: 4.9-19.6% (Aguinaga et al., 2007)
R: 88-112 %
Diazindn, LOD: 1 000-5 000 ng/kg .
metidation, paration Leche LLE, SPE GC-NPD R:60-167% (Gazzotti etal., 2009)
etil y paration-metil
. | 0,
16 PAHs Leche LLE + SPE GC-MS R: 80-120% (Chung et al., 2010)
e LOD: 50-450 ng/kg
16 PAHSs Leche Sapon:_f:_czc'on ¥ GCFID RSD <7.8% ('Wegb:%fé)Bassey‘
R: 79-99%
16 PAHs P:thuezt:s Soxhlet + GPC GC-MS/MS i (Luzardo et al., 2013)
BPA Productos SPE GeomsiMs LOD: 90-210 ng/kg (Bemrah et al., 2014)
lacteos derivatizacion
Diazinén
- - LOD: 5 000-50 000 ng/kg
metidation, malation, - e QUECRERS, 6 MsiMs R:79-130% (Al-Julaifi et al., 2015)
clorpirifés y DSPE
bromofos-metil
e LOD: 40-200 ng/kg
8 PAHs P:;’St”ezt:s Sa‘l)_ol_”g'faSCF')‘)E” ¥ GeMs RSD: 6.8-13.3 % (Lee et al., 2015)
R: 87-103 %
Parabenos, .trlclosan, Leche SPE, LOD: 1-9ng/L
BPA, nonilfenol y humana derivatizacion CG-MS RSD: 4.4.-7.0% (Azzouz et al., 2016)
octilfenol R: 86-104%
LOD: 100 — 800 ng/kg .
6 PAHs Leche SPME GC-MS R: 75-108 % (Lin et al., 2016)
LOD: 0.5-1 ng /kg
Diclorvos y diazinén Leche SPE/DLLME GC-MS RSD: 0.1-11.8% (Shamsipur et al., 2016)
R: 66-102%
. ” LOD: 260-2 990 ng/kg
Fet'onnfez‘:rat'on P:;’St”ezt:s QUEChERS GC-MS RSD: 0.9-17.9% (Manav et al., 2019)
R: 72-120%
Bisfenoles Yogur QUEChERS GC-MS - (Gonzalez et al.,2020)
Queso LOQ: 900-20 000 ng/kg (Pluta-Kubica et al.,
16 PAHs ahumado Soxhlet + SPE GC-MS 2020)
LOD: 40-75 ng/kg
16 PAHs Leche LLE + SPE GC-MS RSD: 3.2-10.1% (Shariatifar et al., 2020)
R: 86-100%
LOD: 80-150 ng/kg
16 PAHs Leche QUEChERS GC-MS/MS RSD < 6% (Sun et al., 2020)
R: 63-105%
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4-Clorofenol, 4-tert- LOD: 1-30 ng/L
Butilfenol y 4-tert- Leche EA-SPME GC-FID RSD: 3.8-12.4 % (Zhang et al.,2021)
Octilfenol R: 89-119%

BPA: bisfenol A, BPB: bisfenol B, BPF: bisfenol F, BPZ: bisfenol Z, GC: cromatografia de gases, FID:
detector de ionizacién de llama, QUEChERS: método QUEChERS (répido, facil, econémico, eficaz,
resistente y seguro), LLE: extraccion liquido-liquido, LOD: limite de deteccion, LOQ: limite de
cuantificacion, MSPD: extraccion en fase solida dispersiva, MS: espectrometria de masas, MS/MS:
espectometria de masa en tandem, NPD: detector de nitrégeno y fdsforo, PAHSs: hidrocarburos
policiclicos aromaticos, R: recuperacion, RSD: desviacion estandar relativa, SPE: extraccion en fase
solida, SPME: microextraccion en fase solida, UA-DLLME: microextraccion liquido-liquido
dispersiva asistida por ultrasonido.

1.3.2.1.5 Espectrometria de masas

Como se ha comentado en el apartado anterior, la técnica de deteccién més utilizada
por los investigadores es la espectrometria de masas (MS). La espectrometria de masas es uno
de los sistemas de deteccion mas importantes en cromatografia, su funcién principal es
obtener iones a partir de moléculas en estado gaseoso, dichos iones son separados en funcion
de su masa/carga (m/z). La espectrometria de masas nos ofrece informacion estructural,
ayudando a identificar los compuestos para su cuantificacién. Un espectrometro de masas se

compone principalmente de tres bloques (Lundanes et al., 2014).

e Fuente de ionizacién: zona donde se introduce la muestra, se evapora y las
moléculas se ionizan y se aceleran.

e Analizador de masas: zona donde se separa los iones de distintas masas de
modo que los iones de diferentes m/z llegan al detector.

e Detector de iones: se genera una corriente eléctrica que se amplifica en un

multiplicador de electrones, se produce una sefial.

La introduccion de la muestra se puede realizar de modo directo mediante desorcién
por laser, que actia como fuente de ionizacion, o acoplado a cromatografia de gases o
liquidos, en este caso los analitos son previamente fraccionados y arrastrados por un eluyente.
El acoplamiento a un cromatdgrafo es el mas utilizado en la actualidad. Una vez introducida
la muestra se ioniza en la fuente de ionizacion (Skoog, et al., 2007). Existen cinco modos de

ionizar la muestra:

Tesis Doctoral 95



Capitulo 1

Impacto electrénico (El): electrones bombardean las moléculas de los
analitos.

lonizacion quimica: un reactivo ionizante interacciona con los analitos.
Electrospray a presion atmosférica (API-ES): creacion de un aerosol y
evaporizacion por corriente de gas secante.

lonizacién quimica a presion atmosférica (APCI): creacion de un aerosol
similar a API-ES y evaporacion en una cdmara a 400°C.

Desorcidn por laser: la muestra s6lida bombardeada por un laser.

Una vez ionizada la muestra se producen un nimero elevado de iones que se deben

separar adecuadamente parar identificar a los analitos. Este proceso se lleva a cabo en el

analizador de iones. Actualmente, los analizadores de iones mas utilizados son (Sogorb &
Vilanova, 2004):

Sector magnético: los iones se mueven circularmente en un campo magnético
Doble sector: los iones se mueven circularmente primero en un campo
magnético y luego en un campo eléctrico

Tiempo de vuelo (ToF): se calcula las masas por diferencia de tiempo de
llegada al detector

Cuadrupolo (Q): los iones se mueven dentro de cuatros barras metalicas

paralelas orientadas en un campo magnético.

Una vez analizados los iones pasan a un detector donde se transforma la energia de

los iones en corriente eléctrica. Actualmente, los detectores mas utilizados son los

fotomultiplicadores de electrones y la copa de Faraday (Sogorb & Vilanova, 2004).
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1.3.2.1.6 Cromatografia de gases-espectrometria de masas

Como se puede observar en la Tabla 17, la técnica mas utilizada para la determinacion
de EDCs en productos lacteos es cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas
(CG-MS). Con esta combinacion se puede conseguir que los analitos de una mezcla sean

separados y analizados de una manera individual.

El mayor problema de conexion entre ambos instrumentos se centra en las diferentes
condiciones de flujo. El CG trabaja a presiones superiores a la atmosférica, mientras que el
MS requiere presiones muchos menores. Por lo tanto, la interfase del acoplamiento debe
cumplir la funcion de reducir drasticamente la presion. Ademas, la interfase debe de estar
termostatizada por una manta calefactora necesaria para que los analitos recién salidos del

CG continten en estado gaseoso (requisito para ser ionizado) (Sogorb & Vilanova, 2004).

El acoplamiento entre CG y MS ofrece muchas ventajas, por ejemplo: la capacidad
de trabajar con pequefias cantidades de muestra que se inyecta en el CG para separar los
analitos. Ademas, con la combinacion de CG-MS se consigue la identificacién de los analitos

teniendo en cuenta relacién m/z de los diferentes iones que se han producido en el MS.

La técnica de MS puede operar en dos modos: en modo barrido (full-scan) donde se
detectan todas las sefiales en un rango de masa/carga determinado; y en modo de seleccion de
iones (SIM) permite filtrar las relaciones de m/z de los iones que nos interesa identificar y
cuantificar, monitorizando algunas de ellas. Gracias a esta operacion, la sensibilidad aumenta

notablemente y disminuye de una manera significativa el ruido de fondo (Skoog et al., 2018).

Otras de las ventajas que presenta la combinacion CG-MS es que permite la
identificacion de los analitos sin la necesidad de comparacion de resultados con patrones
analiticos. Para ello se recurre al uso de librerias de los espectros de los diferentes compuestos

y que se comparan con los espectros obtenidos del anélisis CG-MS.

Gracias a esto, la CG-MS es una de las técnicas mas utilizadas para la determinacion
y cuantificacion de ECDs en muestras de leche y productos lacteos. Como se puede observar

en la Tabla 18, autores como Manav et al. (2019) usaron la técnica de CG-MS para la
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determinacion de dichos analitos y consiguieron limites de deteccion (LOD) entre 0.26-2.99
Mg/kg en la determinacidon de plaguicidas en leche. También Shamsipur et al. (2016)
obtuvieron LOD de 0.0005-0.001 pg/kg para plaguidas presentes en leche. Por otro lado,
Shariatifar et al., (2020) consiguieron con la combinacion CG-MS unos LOD entre 0.04 y
0.075 pg/kg en un método desarrollado para la determinacion de 16 hidrocarburos policiclicos

aromaticos en muestras de leche.

1.3.2.1.7 Cromatografia de gases-espectrometria de masas en tindem

La espectrometria de masas en tandem (MS/MS), es una técnica que facilita la
obtencién de un espectro de masas de iones preseleccionados y fragmentados. En la Figura
17, se ilustra la idea basica de espectrometro de masas en tandem. En primer lugar, la fuente
de ionizacion produce iones y algunos fragmentos que entran al primer analizador de masas,
el cual selecciona un ion en particular, denominado ion precursor, que es enviado a la celda
de interaccion, donde mediante descomposicidn, reaccion o interaccion se genera fragmentos,
denominado iones productos. El analizador de tiempo de vuelo (ToF) determina la masa en
una region a alto vacio mediante una medida de tiempo desde la aceleracion de los iones en

la fuente (source) hasta que impacta con el detector.

lones lon
originales . precursor
Analizador = Celda de
demasal interaccion
lon
producto
Muestra

Detector Analizador

de masa 2

Figura 17. Diagrama de blogue de un espectrometro de masas en tindem (Skoog et al., 2007).

En el analizador ToF los iones son acelerados aplicAndoles una misma diferencia de

potencial, al ser la misma diferencia de potencial para todos los iones, la velocidad al detector
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va a depender de su relacion m/z. Durante el proceso de aceleracion o “tiempo de vuelo” a
través del tubo, se da un proceso de descomposicion metastable denominado PSD (“Post
Source Decay”), proporcionando una informacion estructural de la molécula, siendo necesario
la separacion de los fragmentos. El principio basico del funcionamiento de un ToF es “Cuando
mayor es el ion, menor es su velocidad y por lo tanto mayor es el tiempo necesario para
atravesar la zona de deriva libre de campo” (Sogorb & Vilanova, 2004). En la Figura 18, se
representa un esquema de un TOF. Este analizador presenta una desventaja, es la poca
distancia que hay entre la fuente de ionizacidn y el detector, por lo que si se desea aumentar

la resolucion se tiene que hacer uso de reflectrones.

“ Tubo de vuelo, no existe campo
eléctrico o miw' i

Distancml

® @

Detector
deiones

lonizacion

Figura 18. Esquema de un analizador de tiempo de vuelo.

Como se puede observar en la Tabla 18, diversos investigadores han utilizado la
combinacion CG-MS/MS para la determinacion de los analitos objeto de estudio en esta
Memoria. Por ejemplo, Luzardo et al. (2013) determinaron PAHs en alimentos por CG-
MS/MS y en este trabajo se proporcion datos sobre la ingesta estimada por poblacion. Sun et
al., 2020 cuantificaron los 16 PAHSs prioritarios en leche con limites de deteccion de 80-150
ng/kg. Por otro lado, Bemrah et al. (2014) cuantificaron BPA en productos lacteos con limites

de deteccion de 90-120 ng/kg. Finalmente, Al-Julaifi et al. (2015) han propuesto un método
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para la determinacion de un numero elevado de plaguicidas organofosforados en muestras de

queso con limites de deteccion de 5 000-50 000 ng/kg.

1.3.2.2 Cromatografia liquida en columna

La cromatografia liquida en columna es una de las técnicas analiticas de separacion
méas ampliamente utilizada debido a su sensibilidad, su idoneidad para automatizarla y su alta
capacidad para separar especies no volatiles o termolabiles (Skoog et al., 2018). En la Figura
19, se muestra los componentes basicos de cromatdgrafo de liquidos. Un equipo de HPLC se
compone de una bomba impulsora de disolvente; un sistema de inyeccion de muestra; la

columna y un sistema de registro (ordenador).

En la técnica de HPLC se usa una fase movil liquida. La interaccién fase movil-soluto
juega un papel muy importante para la separacion cromatografica, siendo posible el cambio
de composicion de la fase movil en el proceso cromatogréafico. Por oro lado la fase
estacionaria se encuentra dentro de la columna. La fase estacionaria puede ser diferente segun
el tipo de cromatografia liquida en columna, asi nos podemos encontrar varios tipos:
cromatografia de particién (fase estacionaria liquida soportada sobre un sélido soporte),
cromatografia de adsorcion (fase estacionaria sélida con propiedades de adsorcion),
cromatografia de cambio i6nico (fase estacionaria sélida con propiedades de cambiadora de
iones), cromatografia de exclusion (fase estacionaria sélida con porosidad controlada) y
cromatografia de afinidad (fase estacionaria sélida con propiedades de retencion
bioespecifica) (Skoog et al., 2018). De estos tipos de cromatografia, la que mas se utiliza enla
determinacion de EDCs en alimentos es la cromatografia de particion. Este tipo de HPLC
puede ser de dos tipos: en fase normal (fase estacionaria polar-fase movil apolar) y en fase
reversa (fase estacionaria apolar-fase movil polar). De ellas la més usada es la ultima,
empleando como fase estacionaria un liquido de un hidrocarburo de 18 carbonos (RP-C18)
enlazado quimicamente al soporte. En este caso la fase mdvil usada es polar (metanol,

propanol o acetonitrilo mezclados con agua).
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Figura 19. Componentes basicos de un cromatografo liquidos (Sogorb & Vilanova, 2004).

1.3.2.2.1 Detectores

Los principales sistemas de deteccion en HPLC se incluyen en la Tabla 19. Las
caracteristicas que deben de cumplir los detectores son: alta sensibilidad (102-10"* g/ml) con
bajo ruido de fondo, amplio rango lineal de concentracion (5-6 érdenes de magnitud),
respuesta universal a todos los solutos, pequefio volumen interno de célula de flujo (baja
dilucion), insensible a cambios ambientales, respuesta rapida, no destructivo y facil de
manejo. La eleccion del detector depende de los analitos a determinar (Valcarcel & Cardenas,
2000). Actualmente, el detector mas utilizado por los investigadores es el de espectrometria
de masas. En el Apartado anterior 1.3.2.2.2 se describiran los aspectos mas importantes de la
combinacion de la cromatografia liquida en columna con la técnica de espectrometria de

masas.
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Tabla 19. Detectores més utilizados en HPLC (Valcarcel & Cérdenas, 2000).

Detectores Especificidad Limitaciones
Absorcion molecular UV-Visible Selectivo Disolventes que absorben en zona de medida
] . Rango limitado
Fluorescencia molecular Selectivo .
Impureza disolvente
- . Sensible al caudal
Electroquimico Selectivo .
Adsorcion electrodos
S . . Baja sensibilidad
Indice de refraccion Universal .
Control estricto de temperatura
L . Sensible temperatura
Conductividad Selectivo p
Poco sensible
. . Alto costo
Espectrometria de masas Selectivo

Destructiva

En la Tabla 20, se recogen algunos de los métodos mas recientes para la
determinacion de EDCs en productos lacteos y que estan basados en el uso de la técnica de
HPLC. En esta Tabla se incluyen las técnicas de preparacion de muestra, el detector utilizado,

asi como las principales caracteristicas analiticas de los métodos seleccionados.
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Tabla 20. Métodos para la determinacion de EDCs en productos lacteos basados en el uso de
la técnica de HPLC.

Tratamiento

Carateristicas

Analitos Muestras Técnicas . Referencias
de muestra analiticas
BPA, nonilfenol y LOD: 50 — 100 ng/kg
octilfenol Leche MSPD HPLC-MS/MS R 82— 102 % (Shao et al., 2007)
Parabenos, triclosan Leche LOD: 100-400 ng/L.
BPA 2-;‘enilfen0I’ humana SPE HPLC-MS/MS RSD: 3.5-16.3% (Ye et al., 2008)
y R: 84-119%
s
. L Queso QUEChERS HPLC-MS/MS RSD: <20% (Chung & Chan, 2010)
sulfoxide, malatién y )
- . R: 70-120%
paration metil
e LOQ: 12 -201 ng/kg
8 PAHSs Leche SprOL”I'Ef'faSC::En 'LF;LLCC*F'\'A‘SD RSD: 0.8-10.4% (Naccari et al., 2011)
B R: 89-94%
Leche LOD: 0.2-0.6 ng/L
6 PAHs desnatada MSPE HPLC-FLD RSD:1-9% (Zhang et al., 2012)
R: 42-62%
LOD: 300 — 300 ng/L
BPA, BPBy BPF Leche SPE HPLC-FLD RSD: 2.03 - 2.68% (Grumetto et al., 2013)
R: 93 -106%
LOD: 210 ng/L .
BPAy BPF P:th”eztss VASUSME HPLC-DAD RSD: 4.21% (Lietal, 2013)
R: 102 %
LOQ: 10 — 50 ng/kg
BPA, BPBB'F'?ZP F. BPS P:Zgi‘g;’s SPE HPLC-MS/MS RSD: < 15 % (Liao & Kannan, 2013)
y R: 66— 126 %
. LOD: 10 — 40 ng/kg
BPA(;;?I?('EE:TOI y P:;’St”eztsos UA-DLLME HPLC-FLD RSD: 2.76 — 8.79 % (Lv et al.,2014)
R:82.7-112.5%
Saponificacion RSD: 2-20% -
13 PAHs Yogur +LLE HPLC-FLD R-33-130 % (Battisti et al., 2015)
Saponificacion LOD: 40-90 ng/kg
9 PAHs Queso p HPLC-FLD RSD: 6.5-12.5% (Gul et al., 2015)
+ LLE + SPE
R: 73-93%
. LOD: 91 — 230 ng/L
BPA, 22{:;][::2:' 4t Leche SPME HPLC-DAD RSD: <10 % (Mei et al. (2015)
R: 76 - 118 %
LOD: 3 050 ng/L
BPA Leche DMSPE HPLC-UV RSD: 9.1~ 16 % (Reyes’gglgdo etal.
R: 86 -99 %
e LOD: 5-110 ng/kg .
14 PAHSs Leche Sf;l)_oalszag)cl)zn HPLC_FLD RSD <9 % (Santo;gclo;)a etal.,
R: 65-89%
LOD: 0.10-2.36 ng/L
10 PAHs Leche IT-SPME HPLC-FLD RSD< 11% (Pang et al., 2018)
R: 76-119%
LOD: 140 — 710 ng/L
3 PAHs Leche IL-HF-LPME HPLC-DAD RSD 1.2-3.3% (Wang et al., 2018)

R: 94-103%

Tesis Doctoral

103



Capitulo 1

LOD: 1 000 -3 100

ng/L .
BPAy BPB Leche QUEChERS HPLC-FLD RSD: 2.6 - 13.0% (Xiong et al., 2018)
R: 76 -94 %
LOQ: 100 —250 ng/L
BPA‘a?aT);EsPS y Leche QUEChERS HPLC-MS RSD: 5-16 % (Dualde et al., 2019)
P R: 83-115 %
Saponificacién LOD: 50-70 nglkg
4 PAHs Yogur p+ LLE HPLC-FLD RSD: 5.9-16.9% (Kacmaz, 2019)
R: 84-106%
LOQ: 0.91 - 4.4 ng/kg
BPA Leche MSPD HPLC-QqQ RSD: < 14% (Herrero et al., 2021)
LOD: 30 ng/L (Santonicola et al.,
BPF Leche SPE HPLC/FLD RSD: 1.01 -14.83 % (2021)
R:97.60 - 107.1 %
LOD: 56 720-77 590
BPA, BPB, BPFy ng/L (Tuzimski &
BPS Leche QUECHERS HPLC/FLD RSD<9.4% Szubartowski, 2021)
R: 57-88 %
LOD: 250 — 500 ng/L
BPA, BPF, BPAFy Leche UA-DLLME HPLC-UV RSD: 0.67 — 13.67% (Qiao et al., 2022)

4-clorofenol R: 82.77 - 118.92 %

BPA: bisfenol A; BPB: bisfenol B; BPF: bisfenol F; BPZ: bisfenol Z; HPLC-DAD: cromatografia
liquida en columna-detector de diodos en fila; HPLC-FLD: cromatografia liquida en columna-
deteccion de fluorescencia; HPLC-MS/MS: cromatografia liquida en columna-espectrometria de
masas en tdndem; HPLC-QqQ: cromatografia liquida en columna-espectrometria de masas de triple
cuadrupolo; HPLC-UV: cromatografia liquida en columna-con deteccién ultravioleta; 1T-SPME:
microextraccion en fase sélida en tubo; IL-HF-LPME: microextraccion en fase liquida de liquido
i6nico; LLE: extraccion liquido-liquido; LOD: limite de deteccion; LOQ: limite de cuantificacion;
MSPD: extraccion en fase sélida dispersiva; PAHSs: hidrocarburos policiclicos aromaticos;
QUEChERS: método QUEChERS (rapido, facil, economico, eficaz, resistente y seguro; R:
recuperacion; RSD: desviacion estandar relativa; SPE: extraccién en fase sélida; SPME:
microextraccion en fase sélida; UA-DLLME: microextraccion liquido-liquido dispersiva asistida por
ultrasonido; VASUSME: microextraccion con solvente supramolecular asistida por vortex.
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1.3.2.2.2 Acoplamiento de la técnica de cromatografia liquida en columna con la
espectrometria de masas

1.3.2.2.2.1 Cromatografia liquida-espectrometria de masas

El acoplamiento de la técnica de cromatografia de liquida en columna con la
espectrometria de masas (HPLC-MS) es una combinacion muy usada para la determinacion
de contaminantes en alimentos. Sin embargo, el acoplamiento del MS con HPLC es més
complejo que el de CG-MS, ya que hay que volatilizar la corriente liquida (fase movil) de una
manera eficaz y rapida antes de que se introduzcan los analitos procedentes del cromatdgrafo
en el espectrometro de masas (Sogorb & Vilanova, 2004). Para ello se debe de utilizar una
interfase adecuada. Las interfases comimentemente usada para este fin son la ionizacion a
presion atmosférica electrospray (API-ES), ionizacion quimica a presion atmosférica (APCI),
ionizacion por plasma de acoplamiento inductivo (ICP), ionizacion por dersorcion asistida
por laser (MALDI) y fotoionizacién a presion atmosférica (APPI). De ellas, las mas utilizadas
para la determinacion de contaminantes organicos son la ionizacién a presion atmosférica
electrospray, la ionizacién quimica a presion atmosférica y la ionizacién por dersorcion

asistida por laser. A continuacion, se describiran estos tres tipos de interfases.
lonizacion a presion atmosférica electrospray

En la ionizacion por API-ES se da un proceso de ionizacion seguido de un proceso

de evaporacion. El proceso consta principalmente de tres etapas (Skoog et al., 2018):

¢ Nebulizacién y carga: la muestra pasa a través de un capilar de acero, este
capilar esta situado dentro de una camara de ionizacién, donde se aplica un
campo eléctrico, por lo que la muestra es dispersada en un aerosol de gotas
fuertemente cargadas.

e Desolvatacion: una corriente de gas caliente se encarga de evaporar las
pequefias gotas del aerosol.

e Evaporacion: las gotas reducen el tamafio debido a las fuerzas de repulsion

electrostaticas que son superiores a las fuerzas de cohesion. Finalmente, este

Tesis Doctoral 105



Capitulo 1

proceso se repite hasta que el analito queda en fase gaseosa y entra al

analizador.
lonizacion quimica a presion atmosférica

La ionizacion por APCI es muy similar a API-ES, ya que la interfase APCI también
se trata de un proceso de evaporacion seguido de ionizacién. La diferencia radica en la cAmara
de ionizacion que se calienta entre un rango de temperatura entre (250-400°C), donde el calor
evapora las gotas generando disolvente y analitos en fase gaseosa. El disolvente es ionizado
por una descarga eléctrica, transfiriendo cargas a las moléculas de analitos, estos analitos son
transportados hacia el detector (Sogorb & Vilanova, 2004).

lonizacion por desorcidn asistida por laser

La ionizacion por MALDI se fundamenta en el bombardeo de moléculas mediante un
laser para producir los iones. Esta ionizacion se utiliza para analitos de alto peso molecular.
El mecanismo de ionizacion se puede resumir en tres etapas (Martin Gomez & Ballesteros
Gonzélez, 2010):

1. Mezcla de la muestra con una matriz sélida. Las moléculas de analito se
distribuyen en una matriz sélida, para aislar las moléculas. Es imprescindible que la

mezcla entre la matriz y la muestra sean homogéneas.

2. Excitacion de la matriz. Parte de la energia del laser es adsorbida por la matriz, por
lo que se produce la evaporacion de ésta. La evaporacion forma unos agregados de

las moléculas de analito rodeadas de moléculas de la matriz.

3. lonizacion del analito. Las moléculas de analito evaporadas reaccionan con las de
matriz captando cationes, dando lugar a iones [A+X]*, donde A es el analito, y X
puede ser H, Li, Na, K, etc. Los iones negativos se forman por reacciones que
implican la desprotonacion del analito y protonacion de la matriz, con formacion de
los iones [A-H], o bien la interaccion del analito con electrones de la matriz excitados
por el laser. Esta ultima modalidad de excitacion da lugar a la formacion de radicales
[A] de analito.
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Como se puede observar en la Tabla 20, autores como Dualde et al. (2019) emplean
esta técnica para la cuantificacion de bisfenoles y parabenos en leche, llegando a unos limites
de cuantificacion de 100-250 ng/L, con una precision (expresada como desviacion estandar
relativa, RSD) de 5-16%. Otros autores como Naccari et al. (2011) cuantificaron 8 PAHs en
leche por HPLC-FLD; sin embargo, utilizaron la técnica HPLC/MS para la confirmacion de
los compuestos en muestras de leche, obteniendo unos limites de cuantificacién de 12-201

ng/kg.

1.3.2.2.2.2 Cromatografia liquida-espectrometria de masas en tdndem

El fundamento, las principales caracteristicas y los analizadores empleados para la
espectometria de masas en tandem, se describen en el Apartado 1.3.2.1.7 de la presente

Memoria de Tesis Doctoral.

La combinacion de cromatografia liquida-espectrometria de masas en tandem
(HPLC-MS/MS) es una técnica muy empleada para la determinacion y cuantificacion de
EDCs en alimentos. Como se puede observar en la Tabla 20, autores como Shao et al. (2007)
emplea esta técnica para la determinacion de BPA, nonilfenol y octilfenol en muestras de
leche, cosiguiendo unos limites de deteccion de 50-100 ng/kg. Por otro lado, Ye et al. (2008)
determinaron parabenos, triclosan, 2-fenilfenol y BPA en leche materna con unos limites de
deteccién de 100-400 ng/L y una RSD entre 3.5 y 16%. Chung & Chan (2010) analizaron
plaguicidas organofosforados en muestras de queso con limites de deteccidn de 2 000 ng/kg.
Liao & Kannan (2013) cuantificaron bisfenoles en productos lacteos con unos buenos limites
de deteccion de 10-50 ng/kg. Finalmente, Herrero et al. (2021) han desarrollado un método
para la determinacion de BPA en leche mediante HPLC en combinacion de un triple

cuadrupolo con unos limites de deteccion bajos (0.91-4.4 ng/kg).
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Resumen

Los PAHSs han sido clasificados como contaminantes prioritarios por la Agencia de
Proteccion del Medio Ambiente de los Estados Unidos, por sus propiedades cancerigenas,
mutagenicas y teratogénicas. Estos contaminantes orgdnicos pueden estar presentes en los
productos lacteos por distintas rutas durante la produccion animal, transporte y
almacenamiento. ElI Reglamento de la Union Europea n° 835/2011 establecié un nivel
maximo permitido de 1 pg/kg tanto para el benzo(a)pireno, como a la suma de
concentraciones de benzo(a)pireno, benzo(a)antraceno, benzo(b)fluoranteno y criseno.

Debido a que los limites fijados por dicho Reglamento, es necesario el desarrollo de
métodos de cuantificacion sensibles, siendo este el objetivo principal de este Capitulo. Se
desarroll6 un método capaz de determinar los 16 PAHSs prioritarios en muestras de leche y
productos lacteos. Como es sabido, las muestras de productos lacteos son complejas con un
algo contenido de grasas (0.3 — 82 %) y proteinas (0.6 — 24 %). Por ello, se hace necesario el
desarrollo de un procedimiento eficaz para el tratamiento de las muestras que elimine el alto
contenido de estos nutrientes y que pueden interferir en la determinacion de los analitos objeto
de estudio. El tratamiento de muestra consistio en una extraccion liquido-liquido (LLE),

seguido de una extraccién en fase sélida en uns sistema continuo.

En primer lugar, se optimizaron las variables que afectaban a la etapa de LLE del
tratamiento de muestra para reducir el efecto matriz y aislar los analitos de manera
satisfactoria. El trabajo se inicié con una saponificacion mediante NaOH en metanol en
combinacion con LLE seguido de SPE. Sin embargo, los resultados no fueron los deseados,
por lo que se procedi6 a un estudio mas exhaustivo de la LLE usando diferentes disolventes
organicos, obteniéndose unos resultados satisfactorios con la mezcla de dimetilformamida y

agua (9:1 v/v).

A continuacidn, se optimizaron las variables que afectaban a la etapa de extraccion en
fase sélida, etapa crucial para la limpieza del extracto obtenido en la extraccion liquido-
liquido y prenconcentracion de los analitos objeto de estudio. Para ello se realizaron estudios

preliminares usando distintos adsorbentes, incluyendo silice en fase inversa con grupos
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octadecilo (RP-C18), Amberlitas (XAD-2 y XAD-4), Oasis HLB y LiChrolut EN. Los
mejores resultados se obtuvieron con el adsorbente RP-C18.

También se evaluo el efecto matriz para muestras de leche, yogur, mantequilla, queso,
natillas, nata, batidos y margarina, obteniéndose valores entre 0 y 20 %. Por lo cual se puede
concluir que el procedimiento de limpieza utilizado es suficientemente satisfactorio para

eliminar el efecto matriz de las muestras complejas analizadas.

La determinacion de los analitos se llevo a cabo mediante un cromatégrafo de gases
acoplado a un espectrometro de masas. La columna cromatogréafica era un HP-5MS (30 m x
0.25 mm x 0.25 um). EI método fue evaluado en términos de recuperacion (80-107 %),
precision (RSD < 11.5%) y sensibilidad (limites de deteccién entre 1 — 200 ng/kg).

El método se aplic6 a 30 productos lacteos con distinto contenido de grasa y proteinas.
En concreto, se analizaron once muestras de diferentes marcas de leche, entre ellas leche
entera (3.6 % de contenido graso), semidesnatada (1.6%) y desnatada (0.3 %) de vaca, cabra
(3.9 %) y oveja (6.5 %) y diecisiete muestras de productos lacteos donde se incluian yogur
(2.6-5.4 % de contenido graso), batidos (1.0-1.5 %), nata (18 %), natillas (2.4-3.9 %), queso
(12.1-13.1 %), mantequilla (81-82 %) y margarina (60 %). Todas las muestras se adquirieron
en supermercados espafioles. En la Tabla 2.1 se incluyen los intervalos PAHs encontrados en
las muestras analizadas. La mayoria de las muestras contenian algin PAH, pero ninguna de

las muestras contenia mas de cuatro PAHSs.

Tabla 2.1. Concentracién de PAHSs encontrada en varios tipos de leche y productos lacteos.

Concentracion

Contaminantes encontrada
(ng/kg)
Naftaleno 260 -1900
Acenafteno 7.1-510
Fluoreno 30-150

Fenantreno 88
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Abstract: Polycyclic aromatic hydrocarbons (PAHs) have been classified as priority pollutants by
the U.S. Environmental Protection Agency (EPA) and the European Commission on the grounds
of their carcinogenic, mutagenic and teratogenic properties. Because of their ubiquity in industrial
processes and the environment, PAHs can reach milk and dairy products and, eventually, humans. In
this work, a new method was developed to detect and quantify sixteen of the EPA’s priority PAHs in
commercial milk and dairy products. The method involves liquid-liquid extraction (LLE) followed by
semi-automated solid-phase extraction (SPE) to clean up and preconcentrate the analytes prior their
detection and quantification by gas chromatography-mass spectrometry (GC-MS). The proposed
method provided high precision (relative standard deviation < 11.5%), recoveries of 80-107% and low
detection limits (1-200 ng/kg). The method was applied to analyze 30 dairy products, the majority of
which contained some PAH at concentrations from 7.1 to 1900 ng/kg. The most-detected analytes
were the lighter PAHs (naphthalene, acenaphthylene, fluorene and phenanthrene). None of the
samples, however, contained more than four PAHs.

Keywords: dairy product composition; priority pollutants; polycyclic aromatic hydrocarbons; health
risk; liquid-liquid extraction; continuous solid-phase extraction; gas chromatography-mass spectrometry

1. Introduction

Milk and dairy products are among the most nutritionally complete foods available on
the market and have historically been essential to the human diet because of their contents
of micro- and macronutrients. This has raised increasing concern with their safety [1],
which can be compromised by physical, chemical and microbiological contamination
during the animal production of milk or, subsequently, during the transport, storage,
processing or delivery of milk and dairy products [2]. Especially prominent among the
chemical contaminants are polycyclic aromatic hydrocarbons (PAHs). These are ubiquitous
environmental pollutants that are formed by the incomplete combustion of organic matter
that can reach food through fuel combustion, industrial processes, degasification, petroleum
derivative tasks and also through food processing operations, such as drying, smoking
or cooking [3]. While low-molecular-weight PAHs can have systemic effects on targets
such as the kidney, blood and liver, their high-molecular-weight counterparts are typically
carcinogenic or genotoxic [4]. PAH exposure can lead to health effects in the short and long
term. In patients with asthma, PAHs can cause pulmonary impairment and thrombosis. In
the long term, PAHs can cause different types of cancer (digestive tract, skin and lungs) [5].

PAHs are non-polar compounds whose lipophilicity makes them soluble in lipids,
leading to bioaccumulation in foods and in fat tissue from living organisms [6]. PAHs
absorbed by inhalation, ingestion or—in small amounts—through the skin are metabolized
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endocrinos en productos lacteos mediante cromatografia de
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Resumen

Los disruptores endocrinos (EDCs) son contaminantes de interés para los
investigadores ya que son sustancias que interfieren en la sintesis, liberacion y transmision
del sistema hormonal del organismo humano. La exposicion a estos contaminantes pueden
tener graves consecuencias para la salud, pudiendo inducir a enfermedades como céncer,
infertilidad y Parkinson, entre otras. Los EDCs pueden llegar a los alimentos a través de
piensos, suelos, agua y aire. Existe legislacion vigente para estas sustancias. EI Reglamento
(UE) 2019/533 exige a los estados miembros de la Unién Europea que analicen
combinaciones de plaguicidas en productos lacteos, incluida la leche, durante el periodo de
2020-2022. Ademas, la Comision Europea y el Codex Alimentarius han establecido limites
maximos de residuos de 10 — 50 pg/kg para plaguicidas en alimentos y productos animales.
El Reglamento (UE) 2018/213 ha autorizado el uso de BPA en concentraciones inferiores a

limite de migracion especifica de 0.05 mg/kg en alimentos.

Basandose en lo anterior existe la necesidad de desarrollar y validar un método preciso
y sensible para la determinacién de diferentes disruptores endocrinos en muestras de leche y
sus derivados lacteos, siendo este el principal objetivo de este Capitulo de la Memoria. Las
familias de contaminantes organicos en estudio fueron parabenos, plaguicidas
organofosforados, alquifenoles, fenilfenoles, bisfenol A y triclosan. Para la cuantificacién de
estos tipos de EDCs en matrices complejas requiere del uso de un procedimiento de extraccion
eficaz para eliminar las grasas y proteinas de la matriz previa a la determinacion de los
contaminantes. En primer lugar, se optimiz0 y puso a punto el tratamiento muestra. Para ello,
los productos lacteos fueron sometidos a una extraccion liquido-liquido. En esta etapa se
realiz6 un estudio con diferentes disolventes organicos (n-hexano, metanol, etanol,
dimetilformamida y acetonitrilo), seleccionando acetonitrilo con 1% de &cido férmico. A
continuacion, la mezcla se centrifugé (5000 rpm) y finalmente, se realiz6 una limpieza de
extracto mediante la técnica de SPE en un sistema continuo. En este sistema se consiguio una
elevada preconcentracion de los analitos. Se llevé a cabo la optimizacién de las diferentes
variables que puede influir en la etapa de SPE en un sistema continuo (tipo de adsorbente,
eluyente, caudal de muestra y pH). Los valores seleccionados como 6ptimos fueron los

siguientes: LiChrolut, como material adsorbente (80 mg), acetonitrilo como eluyente (450
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pL), para el caudal de muestra se selecciond 5 ml/min, finalmente el pH 4.0 fue el elegido

para realizar el tratamiento de muestra.

A continuacion, los analitos eluidos de la columna de SPE se derivatizaron con una
mezcla de reactivos sililantes N,O-bis(trimetilsilil)trifluoroacetamida (BSTFA) + 1%
trimetilclorosilano (TMCS) mediante el uso de microondas. Los EDCs se cuantificaron
mediante cromatografia de gases-espectrometria, usando un equipo Focus de Thermo
Electron (Madrid, Espafia) acoplado a un espectrometro de masas de cuadrupolo Unico DSQ
Il que funcionaba en modo de ionizacion de electrones (EI). Las muestras se inyectaron
mediante un automuestreador AL/AS 3000 de Thermo Scientific. EI cromatdgrafo estaba
provisto de una columna capilar HP-5MS (30 m x 0.25 mm x 0.25 um) y He a 1.0 mL/min
que se utiliz6 como gas portador.

El efecto matriz debe considerarse siempre que se desarrolla un método analitico para
muestras complejas. Para ello, se evalu6 el efecto matriz para diferentes muestras
obteniéndose valores entre 0y 20 %, considerandose un efecto matriz bajo o suave por lo que
el procedimiento de limpieza utilizado es suficiente para evitar interferencias provenientes de

la matriz.

El método fue evaluado en términos de recuperacién (80-108%), precision
(desviacion estandar relativa (RSD) < 7.6%) y sensibilidad (LOD entre 6 — 40 ng/kg).

Finalmente, y siguiendo los objetivos planteados en este Capitulo de la Memoria, el
método fue aplicado par la determinacion de 23 EDCs en productos lacteos con diferentes
porcentajes de grasas y proteinas (leche de vaca, cabra y oveja; yogur, mantequilla, batidos,
gueso, natillas y nata). Se analizaron un total de 33 muestras. En la Tabla 2.1 se encuentran

los contenidos medio de grasas y proteinas de las muestras objeto de estudio.
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Tabla 3.1. Contenido en grasa y proteinas de las muestras analizadas.

Leche Yogur Batidos Nata Natillas  Mantequilla Queso
Grasas (%) 03-6.5 2.6-54 1-15 18.0-18.1 24 -29 81.0-82.0 12.1-13.1
Proteinas (%) 3.0-4.9 35-43 16-3 21-25 23-34 05-0.7 10.1-12.9

Los resultados a destacar en los analisis de las muestras reales demuestran que en la
mayoria de los casos estaba presente el bisfenol A a concentraciones entre 180 a 4 800 ng/kg.
El Reaglamento (UE) 2018/213 especifica no superar el limite de migracion especifica de
0.05 mg/kg de BPA en alimentos, por lo que no se superan los limites establecidos por la
Legislacion Europea. Por otro lado, el 2-fenilfenol se dectectd en un 53 % de las muestras
analizadas a niveles entre 130 y 3 500 ng/kg. En cambio, el 4-fenilfenol solo estaba presente
en 3 tipos de muestras a concentraciones inferiores (130-230 ng/kg). Otro EDC que se
encontré en la mayoria de las muestras fue el etilparabeno, detectado en la mitad de las
muestras analizadas a concentraciones que oscilaban entre 89 y 4 300 ng/kg. En cambio, los
alquifenoles, plaguicidas organofosforados y el triclosan no fueron detectados en ninguna de
las muestras estudiadas. En ningin caso se superaron los limites establecidos por la

legislacion europea para ninguno de los analitos estudiados.
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Abstract: Endocrine disrupting chemicals (EDCs) are exogenous substances capable of altering the
human hormone system and causing various diseases such as infertility and cancer as a result. In
this work, a method for determining twenty-three different EDCs including parabens, alkylphenols,
phenylphenols, organophosphorus pesticides, bisphenol A and triclosan in dairy products was devel-
oped. Samples are conditioned by addition of acetonitrile containing 1% formic acid, centrifugation
and clean-up of the extract by continuous solid-phase extraction. EDCs in the extract are derivatised
by heating in a microwave oven and quantified by gas chromatography-mass spectrometry. The
proposed method features good limits of detection (6-40 ng/kg) and precision (relative standard
deviation < 7.6%); also, it is scarcely subject to matrix effects (1-20%). EDC recoveries from spiked
samples ranged from 80 to 108%. The method was used to analyse a total of 33 samples of dairy
products including cow, sheep and goat milk, yoghourt, milkshakes, cheese, cream, butter and
custard. Bisphenol A was the individual contaminant detected in the greatest number of samples, at
concentrations from 180 to 4800 ng/kg. 2-Phenylphenol and ethylparaben were found in more than
one-half, at concentrations over the range 130-3500 and 89-4300 ng/kg, respectively. In contrast,
alkylphenols, organophosphorus pesticides and triclosan were detected in none.

Keywords: milk; dairy products; endocrine disrupting chemicals; solid-phase extraction; gas
chromatography-mass spectrometry

1. Introduction

Compounds with hormonal activity such as endocrine disrupting chemicals (EDCs)
have been in the spotlight of food safety research for a while now. EDCs are exoge-
nous substances that interfere with hormone synthesis, release, transmission, binding,
excretion, action or clearance in living organisms, where hormones play roles such as
maintaining balance, promoting reproduction and development and adjusting various
bodily behaviours [1]. The xenoestrogens bisphenol A (BPA), nonylphenol (NP) and 4-
tert-octylphenol (4-t-OP), which are industrially produced in high volumes [2], are often
present in food packaging plastics and other materials from which they can migrate to
food and water [1]. Organophosphorus pesticides, another group of EDCs, are monitored
on the grounds of their adverse effects on human health [3]. Finally, parabens are widely
used as antimicrobial preservatives against moulds and yeasts, as well as in cosmetics and
pharmaceuticals and food and beverage processing [4].

Foods 2021, 10, 1040. https:/ /doi.org/10.3390/foods10051040
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CAPITULO 4

Determinacién simultanea de contaminantes fendlicos en
productos lacteos conservados en varios tipos de envases
mediante cromatografia de gases-espectrometria de
masas
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Resumen

La Agencia de Proteccion del Medio Ambiente de los Estados Unidos (EPA) ha
considerado a los compuestos fenolicos como contaminantes organicos prioritarios. El
Reglamento No. 10/2011 de la Comision Europea (CE) incluye una lista de sustancias
permitidas para el uso como adictivos en plasticos en contacto con alimentos, algunas de las
cuales estan sujetas a limites de migracion especifica y restricciones y el Reglamento No.
2018/213 permite el uso de BPA con un limite de migracién especifica de 50 000 ng/kg en

alimentos.

Los compuestos fendlicos se componen de varias familias de contaminantes, donde se
incluyen los alquifenoles, bisfenoles y clorofenoles. Estos contaminantes pueden ingresar en
la cadena lactéa en distintas fases de produccidn, desde la granja hasta el envasado. La leche

y los productos lacteos son alimentos basicos y de amplio consumo en Espafia.

Debido a la importancia de los productos lacteos y la toxicidad que presenta los
compuestos fenolicos, es necesario el desarrollo de métodos sensibles, siendo este el principal
objetivo de este Capitulo de la Memoria. Para ello, se desarrollé y validé un método para la
cuantificacion de 21 compuestos fendlicos en muestras de leche y productos lacteos,
provenientes de distintos envases (tereftalato de poliestileno (PET), poliestileno (PS), envases
multicapa y vidrio). En la Tabla 4.1 se incluyen los compuestos fenédlicos objeto de estudo de

este Capitulo.

Tabla 4.1. Compuestos fendlicos objeto de estudio

Fenol 4-Fenilfenol Pentaclorofenol
2,5-Dimetilfenol 2-Fenilfenol Triclosan
3,4-Dimetilfenol 4-Hexilfenol Bisfenol A

4-Clorofenol 4-Heptilfenol Bisfenol F
4-Cloro-3-metilfenol 4-tert-Octilfenol Bisfenol B
4-tert-Butilfenol Nonilfenol Bisfenol Z
2-tert-Butil-4metilfenol 4-Pentilfenol Bisfenol S
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Una etapa importante en la extraccion de compuestos fendlicos es la limpieza para
aislar eficazmente los analitos de las sustancias interferentes de la matriz de la muestra previa
a su introduccion en el un sistema de deteccidon y cuantificacion (CG-MS). En este trabajo se
desarroll6 un procedimiento que implicaba la extraccién asistida por microondas combinada
con la SPE en un sistema continuo. Para ello, se optimizaron las variables que afectaban a la
extraccion asistida por microondas, como el tiempo, la temperatura y la frecuencia. Por otra
parte, se optimizaron las variables que afectaban a SPE. Se examiné la retencion de los
contaminates fendlicos en distintos absorbentes como LiChrolut EN, Oasis-HLB, RP-C-18 y
Amberlitas (XAD-4, XAD-7 y XAD-16). De estos estudios se concluy6 que los mejores
resultados en términos de eficicacia en retencion se obtuvieron con el sorbente Oasis-HLB.
Posteriormente, se realizd la optimizacion de la cantidad de sorbente, el eluyente, el pH y el

volumen de ruptura.

A continuacion, se realizo el estudio de validacion del método, evaluado el efecto
matriz para distintas muestras, obteniéndose valores entre 0-20%. Ademas, se estudio la

precision (RSD < 11%) y la exactitud (porcentajes de recuperacion de 85-108%).

La determinacién de los analitos se llevo a cabo mediante cromatografia de gases
acoplado a un espectrometro de masas. La columna cromatografica usada fue de HP-5MS (30
m x 0.25 mm x 0.25 um). Los compuestos fenolicos fueron previamente derivatizados con
una mezcla de reactivos sililantes de N,O-bis(trimetilsilil)trifluoroacetamida (BSTFA) + 1%

trimetilclorosilano (TMCS) mediante microondas.

El método fue aplicado a 38 muestras entre las que se encontraban: leche de vaca,
cabra y oveja, yogur, natillas, batidos, margarina, queso y mantequilla. Los compuestos
fendlicos méas detectados fueron bisfenol Z, bisfenol A y el A4-tert-butilfenol, en
concentraciones de 96-1100, 30-1400 y 310-2100 ng/kg, respectivamente. Los contaminantes
se encontraron principalmente en leche y productos lacteos envasados en PET, PS y envases
multicapa. Las muestras envasadas en vidrio contenian niveles muy bajos de contaminantes

fenolicos.
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ARTICLE INFO ABSTRACT

Keywords: The U.S. Environmental Protection Agency (EPA) has deemed phenolic compounds priority organic pollutants.
P}f”‘"u“ These compounds can reach nnlk :md d:ury ploducts at dxfferent production stages from farm to packaging. In
Milk this work, we developed a isted extraction from milk and dairy products, and
Dairy products

subsequent clean-up of the extract and preconcentration of the analytes by continuous solid-phase extraction
(SPE) for their quantification by gas chromatography—mass spectrometly The proposed method was used to
detect and quantify a total of 21 phenolics including phenols, alkylpk henol 3; 1s in milk
and dairy products. The method was validated in terms of recovery (85-108%), linearity, matrix effects (slight,
<20%), precision (relative standard deviation < 11%), and limits of detection (6-63 ng/kg). Then, it was used to
analyze nineteen milk samples and as many dairy product samples. The most detected analytes were bisphenol Z,
bisphenol A and 4-t-butylphenol, which were found in the samples at concentrations spanning the ranges
96-1100, 30-1400 and 310-2100 ng/kg, respectively. The contaminants were present mainly in milk and dairy

Ultrasound-assisted extraction
Continuous solid-phase extraction

Gas chromatography—mass spectrometry and chlor

products packed in polystyrene terephthalate (PET), multilayer packaging (carboard/polyethyl lumi )
or polystyrene (PS) packaging. By contrast, the samples packed in glass containers contained very low levels of
the phenolics.

1. Introduction

Because phenolic compounds (alkylphenols, chlorophenols and
bisphenols included) are highly toxic, their persistence in the environ-
ment is an issue of great concern (Ghaemi & Amiri, 2020). Alkylphenols
and chlorophenols are widely used as substrates to obtain agricultural
pesticides, and also as preservatives in household detergents, drugs, can
packaging materials and intermediates in many industries (Farajzadeh
etal., 2022; Mousavi et al., 2021).

Environmental accumulation of phenolic pollutants from different
sources increases hazards to living organisms owing to their acute
toxicity and endocrine disrupting potential (Tang et al., 2021). These
pollutants can in fact have severe, long-lasting deleterious effects on
humans and animals. Specifically, phenols can cause liver damage,
reproductive abnormalities, cancer and endocrine disruption even in
minute amounts (Adjei et al., 2021; Farajzadeh et al., 2022). Their
toxicity is mostly the result of their high persistence, easy accumulation
in fatty tissues and recalcitrance to degradation (Adjei et al., 2021).
Bisphenol A (BPA) is produced in large amounts by the chemical

industry and used mainly as a monomer to produce polycarbonate
polymers (~80%) and epoxy resins (~18%). Both types of products are
widely used as food contact materials and BPA, specifically, in water
bottles, milk and food containers, and water supply pipes (Caballer-
o-Casero et al.,, 2016; Zhou et al, 2017). Concems about the adverse
effects of BPA on human and aquatic life health have led the industry to
increasingly replace it with bisphenol-B (BPB), bisphenol-F (BPF),
bisphenol-S (BPS) or bisphenol-Z (BPZ) for some uses on the grounds of
their structural similarity. Unfortunately, these alternative compounds
are also similarly toxic but less well-known to the scientific community
(Banaderakhshan et al., 2022; Caballero-Casero et al., 2016).

The U.S. Environmental Protection Agency (EPA) is aware of the
potential hazards of phenols and has added ten of them to the Priority
Pollutant List (USEPA, 2022a). Also, European Commission (EC) Regu-
lation No. 10/2011 includes a list of allowed substances for use as ad-
ditives in food contact plastics some of which are subject to specific
migration limits (SMLs) or restrictions. For example, SML for
4-t-butylphenol, phenol, 2,6-dimethylphenol and BPS is 50 000 ng/kg
(European Commission, 2011). European Commission Regulation (EU)
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Determinacion de parabenos Yy compuestos
fendlicos en productos lacteos mediante el uso de un
sistema SPE en continuo de dos pasos que incluye
un sorbente de eliminacién de matriz mejorada en
combinacion con UHPLC-MS/MS.
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Resumen

La leche es uno de los alimentos mas consumidos en Espafia. El Gltimo informe
emitido por el Ministerio de Agricultura, Pesca y Alimentacion declara que la leche se
consume en torno a los 71,27 litros por persona y afio. Actualmente, la leche y sus derivados

lacteos estan expuestos a contaminacion, motivo de gran preocupacion.

Los parabenos y los compuestos fendlicos son contaminantes que pueden llegar a la
leche por diferentes vias: durante el proceso de fabricacién, por contaminacion del ganado
por alimentacion y agua, a través envases, etc. Los parabenos tienen propiedades
antimicrobianas y conservantes por lo que son utilizados en productos de cosmética, farmacia,
alimentacion y bebidas. Los compuestos fendlicos se componen de varias familias de
contaminantes, donde se incluyen los alquifenoles, bisfenoles y clorofenoles. Estos
contaminantes se utilizan como plaguicidas, como conservantes y también en la industria de

envasado e industria farmacéutica y cosmética.

La Autoridad Europea de Seguridad Alimentaria (EFSA) ha fijado una Ingesta Diaria
Tolerable (TDI) de bisfenol A en 0.04 ng/kg. Ademas, el Reglamento No 2018/213 fija un
limite de migracion especifica (SML) de 0.05 mg/kg en alimentos. La Agencia de Proteccién
del Medio Ambiente de USAincluye una lista de contaminantes prioritarios donde figuran 11
compuestos fendlicos. EI Reglamento No 11/2011 establece un limite de migracion especifica
para el 4-tert-butilfenol, fenol y 2,6-dimetilfenol en 0.05 mg/kg en materiales en contacto con

alimentos.

Debido a la importancia de la leche y la toxicidad que presentan parabenos y los
compuestos fendlicos, es necesario el desarrollo de métodos sensibles para su determinacién.
El objetivo de este Capitulo de la Memoria ha sido la determinacion de siete parabenos y
veintiun compuestos fendlicos en productos lacteos. Se ha llevado a cabo la simplificacion y
unificacion del procedimiento de extraccion, mejorando la eficiencia y reduciendo el efecto
matriz. La determinacion se realiz6 mediante cromatografia liquida de alta resolucion

acoplada a espectrometria de masas en tandem (UHPLC-MS/MS).
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El éxito de un método analitico sensible se debe en gran medida al pretratamiento de
muestra. En este trabajo se desarrollé un procedimiento donde se lleva a cabo una extraccion
liquido-liquido en combinacion con extraccion en fase solida en un sistema cerrado y
continuo. Para determinar la eficacia de la eliminacién de lipidos y otras interferencias de las
muestras, el sobrenadante obtenido en la etapa de extraccion liquido-liquido fue analizado en

diferentes situaciones:

1. Analisis directo del extracto
2. SPE con material adsorbente EMR-lipid

3. SPE combinando los materiales adsorbentes EMR-lipid y OASIS PRIME HLB en
serie

El desempefio de los diferente materiales adsorbentes se evalu6 comparando la
eficacia en terminos de recuperacion, obteniéndose los mejores valores de recuperacion
cuando se realizd la SPE combinando en serie usando dos columnas rellenas con cada de los
adsorbentes (EMR-lipid y Oasis PRIME HLB) y colocadas en serie. El adsorbente EMR-lipid
es un material disefiado para la eliminacion selectiva de los principales lipidos sin retener los
analitos de interés. Este material fue introducido por primera vez por Agilent Technology en
2015. En cambio el adsorbente Oasis PRIME HLB es un nuevo sorbente en fase reversa, la
muestra pasa directamente por el material, eliminando la mayoria de interferencias de la

matriz, como proteinas, sales y fosfolipidos.

Finalmente, se evalu6 el método desarrollado evaluando el efecto matriz (0-10%),
precision (RSD <11%) y exactitud (recuperacion de 90-105%). La determinacion se llevo a
cabo mediante UHPLC-MS/MS, donde se realiz6 la infusion y caracterizacion de cada analito
individualmente previo andlisis. La columna utilizada para la separacién cromatografica fue
una ZORBAX Eclipse Plus C18 (2,1 mm x 100 mm, tamafio de particular de 1,8 pm).

El método fue aplicado a 31 muestras; concretamente, 15 muestras de leche y 16
productos lacteos. Los compuestos mas detectados fueron el bisfenol A (33-580 ng/kg) y
bisfenol Z (24-57 ng/kg), pero los niveles de concentracién no superaron los limites
establecidos por la Legislacion de la Unién Europea. En un 26% de las muestras analizadas

se detect6 el nonilfenol a niveles de concetraciones bajos. Entre los parabenos, el compuesto
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maés encontrado en las muestras analizadas fue el etilparabeno a concentraciones entre 33 y
470 ng/kg.
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En la presente Memoria de Tesis Doctoral se han implementado diferentes
metodologias para la deteccion y cuantificacion de disruptores endocrinos en muestras de
leche y productos lacteos. Los disruptores endocrinos que han sido objeto de estudio
pertenecen a las familias de los parabenos, compuestos fendélicos, hidrocarburos policiclicos
aromaticos, bisfenoles y plaguicidas. La mayoria de las metodologias aparecidas en la
bibliografia para la determinacion de estos contaminantes se basan en el uso de técnicas
cromatografias (cromatografia de gases o cromatografia liquida en columna) acopladas a la
espectrometria de masas. Respecto al tratamiento de muestra, una de las técnicas mas
empleada es la extraccidn en fase s6lida, ya sea sola 0 en combinacién de otras técnicas. Como
resultado a la investigacion llevada a cabo en la presente Memoria, se han obtenido las

siguientes conclusiones:

1. Se ha desarrollado un método para la determinacion de 16 hidrocarburos
policiclicos aromaticos considerados como contaminantes prioritarios por la
Agencia de Proteccién del Medio Ambiente estadounidense. Para la preparacién
de muestras se usado la combinacion de las técnicas de extraccién liquido-
liquido y extraccidn en fase s6lida. Segln la naturaleza de la muestra a tratar se
llevaron a cabo dos procedimientos diferentes: 1) para muestras con alto
contenido en grasa (mantequilla y margarina) la extraccion liquido-liquido se ha
usado una mezcla de disolventes de N,N-dimetilformamida:agua y hexano; 2)
para el resto de productos lacteos la extraccion liquido-liquido se ha llevado a
cabo usando una mezcla de disolvente de N,N-dimetilformamida:agua y etanol.
La deteccion y cuantificacion se ha realizado mediante cromatografia de gases-
espectrometria de masas, llegando a limites de deteccion a nivel traza (1- 200
ng/kg). ElI método fue aplicado con éxito a una gran variedad de productos
lacteos. Los valores encontrados de estos contaminantes en las muestras
analizadas estaban por debajo de los niveles permitidos en alimentos.

2. Se ha puesto a punto un procedimiento analitico para la determinacion
simultanea de parabenos, plaguicidas organofosforados, alquifenoles,
fenilfenoles, bisfenol Ay triclosan en productos lacteos. La etapa de tratamiento

de muestra se ha llevado a cabo en un sistema continuo de extraccion en fase
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solida para la limpieza de los extractos de la muestra y preconcentracion de los
analitos. De los adsorbentes estudiados se encontrd que el LiChrolut EN era con
el que se conseguia un mayor poder de retencion de los analitos objeto de estudio.
Previamente a la determinacion, los analitos han sido derivatizados mediante
sililacion utilizando un horno de microondas para acelerar la reaccion.
Finalmente, la cuantificacion se ha realizado mediante cromatografia de gases
acoplada a un espectrometro de masas de simple cuadrupolo. Se han obtenido
resultados satisfactorios en términos de sensibilidad, precision y exactitud. Los
resultados obtenidos del andlisis de las diferentes muestras revelan gque existe
una leve contaminacién de estos contaminantes en los productos lacteos. Cabe
destacar la presencia de bisfenol A, etilparabeno y 2-fenilfenol en las muestras
de estudio. La contaminacién puede deberse al pienso suministrado a los
animales, a la desinfeccién de los equipos de procesamiento y a los envases de
los alimentos.

Se ha propuesto un método para la cuantificacion de 21 compuestos fendlicos en
productos lacteos. En este método, la extraccion y limpieza de los extractos se
ha realizado mediante extraccion asistida por ultrasonidos en combinacion con
extraccion en fase solida. EI adsorbente empleado fue Oasis-HLB. Con esta
etapa de tratamiento se ha conseguido la minimizacion del efecto matriz de las
muestras. La deteccion y cuantificacion se ha llevado a cabo mediante
cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas, consiguiendo
niveles de sensibilidad muy satisfactorios. Posteriormente, el método se ha usado
para el analisis de muestras de leche y productos lacteos envasados en distintos
materiales, como tereftalato de poliestireno (PET), poliestireno (PS), envase
multicapa (combinacion de materiales plasticos, carton y aluminio) y vidrio. El
BPA ha sido el contaminante que mas frecuentemente se encontraba en las
muestras analizadas que estd de acuerdo con otros estudios bibliogréficos que
concluyen que este contaminante proviene de los envases de plastico que estan
en contacto con alimentos.

Se ha implementado una metodologia para determinacion de 21 contaminantes

fendlicos y 7 parabenos en diferentes tipos de productos lacteos (leche de vaca,
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cabra y oveja; yogur, mantequilla, batidos, queso, natillas y nata). En la etapa de
preparacion de muestra, la extraccion de los analitos se ha llevado a cabo
mediante extraccion en fase solida, donde se utilizd una combinacion de dos
adsorbentes colocados en serie en un sistema continuo (EMR-lipid y OASIS
PRIME HLB). El adsorbente EMR-lipid es un material que elimina
selectivamente las principales clases de lipidos de la muestra mientras que el
OASIS PRIME HLB elimina la mayoria de las interferencias de la matriz, como
proteinas, sales y fosfolipidos. La utilizacion de estos adsorbentes reduce el
tiempo de tratamiento de muestra, respecto a otras metodologias propuestas
ademas de reducir el efecto matriz. La deteccién y cuantificacion se llevé a cabo
mediante cromatografia liquida de alta eficiencia acoplada a espectrometria de
masas en tdndem e ionizacion por electrospray. Esta técnica es una de las méas
eficientes debido a su alta sensibilidad y reproducibilidad, no siendo necesaria la
derivatizacion previa de los contaminantes fendlicos y parabenos. Cabe resaltar
que la mayoria de las muestras analizadas mediante este método contenian
algunos de los analitos objeto de estudio, siendo los mas detectados los
bisfenoles Ay Z, el nonilfenol y el etilparabeno a niveles entre 24 y 580 ng/kg.
También se ha advertido que las muestras envasadas en vidrio estaban menos
contaminadas con los analitos objeto de estudio. En cambio, las muestras
envasadas en los diferentes plasticos estudiados contenian concentraciones

superiores de los contaminantes fenélicos y parabenos.
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