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Resumen

Resumen

En la presente Tesis Doctoral se ha planteado como objetivo principal la simplificacion
y automatizacion de las etapas previas de preparacion de muestra de aguas ambientales y de
alimentos para la determinaciéon de los 16 hidrocarburos policiclicos aromaticos (PAHs)
considerados como contaminantes prioritarios por la Uniéon Europea y la Agencia de Proteccion
del Medio Ambiente de Estados Unidos: naftaleno, acenaftileno, acenafteno, fluoreno,
fenantreno, antraceno, fluoranteno, pireno, criseno, benzo(a)antraceno, benzo(b)fluoranteno,
benzo(k)fluoranteno, benzo(a)pireno, benzo[ghi]perileno, dibenzo[a,h]antraceno, indeno[1,2,3-
cd]pireno. Se ha puesto en marcha un sistema continuo semiautomatizado para la extraccion en
fase solida, que consta de una columna empaquetada de 60 mg con un material sorbente como es
el RP-18, con el fin de preconcentrar a los analitos y eliminar las interferencias provenientes de
la matriz de la muestra. Gracias a las caracteristicas del sistema continuo se ha aumentado
notablemente la sensibilidad y selectividad de la metodologia propuesta, ventajas que se han visto
incrementadas con el uso de la técnica de cromatografia de gases acoplada a la espectrometria de
masas. En el caso de muestras complejas como es la de los alimentos, que contienen una elevada
concentracion de proteinas y lipidos, se ha hecho necesaria una etapa de extraccion asistida por
ultrasonidos y otra de centrifugacion con vistas a la eliminacion de esas sustancias para que no
perturbaran la adsorcion de los PAHs en el sistema continuo. Los métodos propuestos presentan
una sensibilidad que mejora notablemente a la de otras metodologias aparecidas en la
bibliografia. Ademas, la precision conseguida con las estrategias desarrolladas en esta Tesis

Doctoral es satisfactoria con desviaciones estandar relativas inferiores al 7.5 %.

Los diferentes métodos desarrollados se han aplicado a un numero elevado de muestras
de aguas medioamentales (grifo, aguas urbanas, pozo, lago, rio, piscina, mar y residuales) y
alimentos (cereales y derivados, aceites, bebidas alcoholicas y no alcoholicas, carne y pescado).
Habria que resaltar que muchas de las muestras analizadas contenian alguno de los analitos diana
a concentraciones por debajo del limite maximo permitido. Ademas, se ha realizado un estudio
de la eficacia de las estaciones depuradoras de agua residual para eliminar los PAHs presentes
en este tipo de muestras, observandose que se reduce entre 6 y 8 la concentracion. También se
ha observado que las muestras de alimentos procesados incrementan notablemente la presencia
de los contaminantes objeto de estudio en esta Memoria debido a la incompleta combustion de

los compuestos organicos presentes en estas matrices o bien su contacto con humo contaminado.
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Summary

Summary

The principal aim of this Doctoral Work is the simplification and automation of the
previous steps for sample treatment for 16 different polycyclic aromatic hydrocarbons (PAHs)
considered as priority pollutans by the European Unions and the US Environmental Protection
Agency: naphthalene, acenaphthylene, acenaphthene, fluorene, phenanthrene, anthracene,
fluoranthene, pyrene, crysene, benzo(a)anthracene, benzo(b)fluoranthene, benzo(k)fluoranthene,
benzo(a)pyrene, dibenzo[a,h]anthracene, benzo[ghi]perylene and indeno[1,2,3-cd]pyrene. A
continuous semiautomated solid-phase extraction system has been set up by using a 60 mg
packed column of a RP-C18 material sorbent to eliminate the interferences from matrix sample
and preconcentrate the analytes. Thanks to the system properties the sensibility and selectivity
has been greatly increased, these advantages have been increased thanks to the use of gas
chromatography technique coupled to mass spectrometry. In the case of complex samples
matrices, which contains a high lipidic and protein concentration, steps of ultrasound assisted
extraction and centrifugation were needed to eliminate those substances that interfered with the
PAHs’ sorption mechanism in the continuous system. The proposed methodologies provided
high sensitivity in comparison with others presented in the literature. Also, the precision obtained
with the developed strategies in this Thesis is satisfactory, with relative standard deviations under
7.5 %.

The different methodologies developed have been applied onto an elevated number of
environmental water samples (tap water, urban, pond, well, river, swimming pool, sea and waste
water) and foodstuff (cereals and derivates, edible oils, acoholic and non-alcoholic drinks, meat
and fish). It should be noted that many of the samples analyzed contained at least one of the target
analytes at concentrations under the maximum allowed limit. Also, a study over the efficiency of
the waste water treatment plants for the PAHs removal, noticing that the PAHs concentration is
reduced between 6 and 8 times. It also has been observed that the processed foodstuft samples
increased the presence of the target contaminant studied in this Work due to the incomplete
combustion of organic matter presented in these matrices or due to their contact with

contaminated smoke.



Tesis Dotoral




Objeto del Trabajo

Objeto del Trabajo



Tesis Dotoral




Objeto del Trabajo

Objeto del Trabajo

El objetivo principal de la investigacion llevada a cabo en esta Memoria radica en el
desarrollo de nuevas metodologias para la determinacion de los 16 hidrocarburos policiclicos
aromaticos considerados como contaminantes prioritarios por la Union Europea y la Agencia de
Proteccion del Medio Ambiente de Estados Unidos. Las matrices donde se van a aplicar las
nuevas estrategias que se van a poner a punto seran aguas ambientales y alimentos. Para ello se
ha profundizado en la etapa de preparacién de muestra con objeto de su simplificacion y
automatizacion para reducir el consumo de reactivos y muestra, reducir el tiempo analisis y

minimizar los errores en la aplicacion de estas metodologias.

Los objetivos concretos que se han propuesto en la presente Tesis Doctoral son los

siguientes:

_d Puesta a punto de un sistema continuo para la extraccion en fase solida de
hidrocarburos policiclicos aromaticos, basados en el uso de una columna
empaquetada con un material sorbente adecuado con el fin de eliminar las
interferencias de la matriz de la muestra y aumentar la sensibilidad a través

de la preconcentracion de los analitos.

_d Simplificacién y miniaturizacion de las etapas de pretratamiento de muestra,
etapa previa a la introduccion en el sistema continuo para la eliminacién de
interferentes presentes en la matriz de las muestras complejas (aguas
medioambientales y alimentos) que pueden causar problemas en el
desempefio del sistema continuo, mediante la adicion de disolventes,
extraccion asistida por ultrasonidos y centrifugacion. Para ello se optimizaran
todas las variables involucradas en la purificacion de extractos y la

determinacion de los contaminantes.

_d Desarrollo y optimizacién del método analitico para la determinacion de
hidrocarburos policiclicos arométicos basado en la aplicaciéon de
cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas para la
cuantificacion de estos contaminantes a niveles traza. Para ello se
optimizardan las diferentes variables implicadas en la separacion

cromatografica en la deteccion por espectrometria de masas.
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Aplicacién de las metodologias desarrolladas en la determinacién de
hidrocarburos policiclicos aromaticos en muestras de aguas ambientales y
alimentos (aguas, cereales y derivados, aceites, bebidas, carne y pescado).
Ademas, se pretende estudiar el efecto que produce el procesado de los
alimentos sobre la aparicién de los contaminantes objeto de estudio en este

tipo de matrices.
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Introduccion y Antecedentes

1.1 Presencia de contaminantes en muestras

medioambientales y alimentos

En la actualidad y debido principalmente a la actividad humana, ya sea de manera directa
o de manera indirecta, la presencia de sustancias quimicas contaminantes es cada vez mayor en el
Medio Ambiente (aire, agua y suelo) y, por consecuencia, en los seres que lo habitan, llegando
finalmente a los seres humanos a través de la cadena trofica y amplificado por el efecto de la

bioacumulacién ademas de la exposicion directa que también tienen a ella.

Estos contaminantes quimicos presentes en el medio pueden haber llegado de manera
directa al usarse por ejemplo sobre los cultivos y el ganado (por ejemplo, plaguicidas y farmacos)
o de manera indirecta, como pueden ser los contaminantes procedentes de la quema de combustibles

fosiles, produccion industrial, etc.

A continuacion, se describen algunos de los principales contaminantes quimicos y

derivados que pueden estar presentes en el Medio Ambiente y en los alimentos:
' Plaguicidas

Son sustancias utilizadas para controlar la poblacion de una determinada poblacion o para
su eliminacion. En este grupo se engloban los insecticidas organoclorados, herbicidas, fungicidas,
insecticidas organofosforados y derivados como los bifenilos policlorados (PCBs), dioxinas,

furanos, etc.

Este tipo de sustancia estan presentes en la agricultura y la industria desde el afio 1877,
cuando se empez6 a aplicar el cianuro de hidrégeno gas como fumigante, ademas del uso de
arsénico y compuestos como sales de cobre para el control de plagas. Los insecticidas organicos e
inorganicos se usaron hasta la aparicion en los afios 40 y 50 de los insecticidas organoclorados, los
cuales presentaban una gran estabilidad frente a la descomposicion y degradacion en el medio,
tenian una baja solubilidad en agua y eran altamente lipofilicos, familia a la cual pertenece el

famoso para-diclorodifeniltricloroetano, el DDT (Baird, 2001).

La contaminacién de los alimentos que proceden de una planta origen pueden serlo de
manera directa, por aplicacion de estos productos antes de su recogida y venta o de manera indirecta
por absorcion de los plaguicidas residuales presentes en el suelo, atmosfera o por el tratamiento de
los silos de almacenaje con plaguicidas. La contaminacién de animales ocurre por la ingestion de
alimentos que contienen estos compuestos, por contacto con maderas tratadas y por el forraje

(Belitz et al., 2004).
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Los insecticidas més importantes son los organoclorados, organofosforados y los
carbamatos. Los insecticidas organoclorados son persistentes en el Medio Ambiente y muy estables
y solubles en lipidos, por lo cual se pueden acumular tanto en tejido graso como en leche humana.
La contaminacion por este tipo de insecticidas estd descendiendo por su menor uso en favor de los
acidos de éster tiofosforicos, carbamatos y piretoides. La ventaja de estos compuestos es su
degradacion en el medio en un corto plazo de tiempo. Los herbicidas son utilizados para proteger
los cultivos de las malas hierbas y se dividen en herbicidas de amplio espectro o especificos. Los
mas especificos contienen reguladores de crecimiento como son los acidos grasos ariloxi, acido
carbamico y derivados de urea, triazinas y piridinas, estos herbicidas se aplican sobre todo en
campos de maiz sin practicamente residuos peligrosos para los seres humanos, pero que afectan a

los artropodos y la microflora de los suelos.

Los fungicidas son los compuestos usados para proteger las plantas frente a hongos y
levaduras, los mas importantes son los ditiocarbamatos y los compuestos organometélicos. El

hexaclorobenceno (HCB) es uno de los fungicidas mas aplicados sobre vegetales.

N Disruptores endocrinos

Estos compuestos son aquellos que son capaces de alterar el sistema hormonal de los
animales con los que entra en contacto, afectando a los sistemas reproductivos y a su fertilidad,

y a la posibilidad de generar células tumorales, desarrollando cancer.

Estos disruptores interfieren en el sistema del organismo que se encarga de transmitir y
sintetizar las hormonas. Estas hormonas se transfieren por todo el organismo a través del riego
sanguineo. Los estrogenos son los compuestos en los que la comunidad se estd centrando al

considerarse los de mayor riesgo para los seres vivos (Baird, 2001).

Multitud de compuestos quimicos pueden enlazarse con el receptor destinado a las
hormonas, bloqueando o alterando sus funciones, otros pueden romper las hormonas naturales
existentes en el organismo. Estos disruptores interfieren en el correcto funcionamiento del
sistema endocrino, algunos de los mas importantes son el DDT, DDE, motoxiclor, toxalfeno,
dieldrin, PCBs, dioxinas y compuestos que contienen oxigenos procedentes de residuos

industriales.

El bisfenol-A es uno de los disruptores mas estudiados actualmente por sus posibles
efectos sobre el sistema endocrino, es un estrogeno no organoclorado y se polimeriza de manera
industrial en la fabricacion de plasticos de policarbonato y resinas epoxi. Este compuesto puede
migrar de estos plasticos hacia alimentos al ser calentados, o por accion del alimento sobre el

envase, ya que se encuentra también en el recubrimiento de los envases metalicos.
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' Bifenilos policlorados

Los bifenilos policlorados (PCBs) son una mezcla de compuestos con diferente
concentracion de cloro. Su toxicidad varia en funcién del nimero de dtomos de cloro que tenga

disponibles y su patrén de sustitucion en la molécula de bifenilo.

Estos compuestos son usados en la fabricacion de plésticos, pinturas, en medios de
intercambio de calor, en fluidos hidraulicos y en fluidos de transformadores, aunque su uso esta
en minimos su gran estabilidad, persistencia y solubilidad en lipidos hace que todavia se

encuentre presente en alimentos.

' Nitrosaminas, nitratos y nitritos

Las nitrosaminas y las nitrosamidas son unos carcinogénicos muy potentes, se generan a
través de aminas secundarias, amidas N-sustituidas y acido nitroso. Este tipo de compuestos se
encuentra mayoritariamente en carnes que han sido tratadas para su conservacion con nitratos y que
por reaccidon con otros compuestos se generan nitritos y nitrosaminas, su presencia también es
elevada en vegetales y en algunas ocasiones en agua potable (Sung, 2004). El uso de 4cido ascorbico

bloquea la reaccion de formacion de estos compuestos.

Fad Metales pesados

Los metales pesados que mayor riesgo medioambiental presentan son el mercurio (Hg),
plomo (Pb), cadmio (Cd) y arsénico (As), debido a su uso extensivo, toxicidad y amplia distribucion
(Reilly, 2002).

El mercurio causante de intoxicaciones por ingesta de alimentos procede normalmente de
compuestos organomercuriales, sales de metil mercurio y sales de fenil mercurio. Estos compuestos
son altamente solubles en lipidos y acumulados en el sistema nervioso central, su presencia es alta
en pescado por el efecto de la contaminacion y por la creacion de estas sales por parte de la

microflora marina.

La contaminacion por plomo se vio en aumento tras la revolucion industrial y el uso de
combustibles fosiles que contenian plomo en ellos. La absorciéon de plomo por parte de los
organismos es relativamente baja, siendo la mayor parte excretada, hasta el afiadido de un
recubrimiento plastico a los envases de metal para la alimentacién el plomo era el principal
contaminante en alimentos envasados en latas de estafio, otra gran fuente de aporte de plomo era la

utilizacion de tuberias para la conduccion de agua de este metal (Baird, 2001).
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Los iones de cadmio son rapidamente absorbidos por las plantas y se distribuye de manera
uniforme por todos sus tejidos, en animales el cadmio es acumulado en érganos internos como son
el higado y pancreas. Los mayores aportes al medio de cadmio son por desechos industriales,

fertilizantes y por las plantas de tratamiento de aguas (Fraga, 2005).

El arsénico es un semimetal que fue ampliamente vertido sobre el medio por su uso como
plaguicida, y aunque su uso ya no esta permitido los niveles en algunas zonas siguen siendo altas.
En la produccion de hierro y algunos otros metales el As es también generado, al igual que en la
quema de carbon. El As es un demostrado carcinogénico, presente en alimentos por el uso de aguas

contaminadas, normalmente aguas subterraneas, y anteriormente por su uso como plaguicida.

[.1.1 Hidrocarburos policiclicos aromaticos en el Medio Ambiente y en

los alimentos
L1.1.1 Quimica de los hidrocarburos policiclicos aromaticos

Los hidrocarburos policiclicos aromaticos (PAHs, por sus siglas en inglés) son una
familia de compuestos formados por dos o mas anillos aromaticos, son semivolatiles, altamente
solubles en lipidos y persistentes en el Medio Ambiente (Harvey et al., 1998). Aunque estos
compuestos se generan de manera natural en erupciones volcanicas, incendios, y reacciones
geotérmicas, la mayoria son causados por el efecto del ser humano; el uso de combustibles fosiles
como son el carbén y petrdleo, incendios, vertidos de plantas industriales, quema de basuras, etc.
Ademas de la fuente por combustion, estos compuestos se pueden generar al someter a materia
organica altas temperaturas, produciéndose el fendmeno de pirolisis y provocando la aparicion de

PAHs.

Estos compuestos nunca se presentan de manera aislada sino formando mezclas de ellos,
lo cual dificulta su determinacion. En esta Tesis seran objeto de estudio los 16 hidrocarburos
policiclicos aromaticos (Figura I.1) que tanto la Comision Europea como la Agencia de Proteccion
del Medio Ambiente de Estados Unidos (EPA) catalogan como contaminantes prioritarios (Unién
Europea, 2011; USEPA, 2012). En la Tabla I.1 se incluyen algunas de las principales propiedades

fisicoquimicas de estas sustancias toxicas.
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Indeno(1,2,3-cd)pireno

Figura I.1. 16 Hidrocarburos policiclicos aromaticos considerados como contaminantes

prioritarios por la EPA y la Unién Europea

El interés que provocan esta familia de compuestos es debido a sus propiedades
carcinogénicas y teratogénicas. Estas propiedades han sido probada en numerosos estudios, y
mientras algunos actiian como carcinogénicos en si, otros actilan como sinergistas, potenciando la

accion de los primeros.

Los seres humanos estan expuestos a estas mezclas complejas de PAHs, los cuales se
asocian principalmente a cancer de piel, estbmago, pecho y pulmén. Los estudios llevados a cabo
sobre ratones y el efecto que éstos tienen sobre ellos no han podido ser extrapolados a humanos, de
todas formas, se confia en ellos para estimar el riesgo de exposicion sobre humanos. El riesgo en
esta extrapolacion reside en las diferencias entre la enzima que actiia en los PAHs en humanos y la
que lo hace en ratones, ya que no se trata de un mecanismo similar. La mayor parte de los datos

que se tienen en estudios en humanos proceden de inhalacion y de absorcion cutanea de los PAHs
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en situaciones de exposicion, tanto de manera aislada como junto a otros compuestos. Hay una
relacion entre el lugar de desarrollo del cancer y la via de administracion de los compuestos. La
administracion oral, dérmica e intratraqueal dan lugar a tumores gastricos, de piel y de pulmon,
segun los estudios realizados por International Program on Chemical Safety (IPCS) (Anyakora et
al., 2007).

Tabla I.1. Propiedades fisicoquimicas de los 16 hidrocarburos policiclicos aromaticos

catalogados como contaminantes prioritarios en la Union Europea y la EPA (Késtner et al., 2000).

30,00

16,10
154 96 279 3,47 4,33 3.8
166 116 298 1,80 4,18 3.9
178 101 340 1,29 4,46 4,1
178 218 342 0,073 4,45 43
202 110 375 0,260 5,33 43
202 150 404 0,135 5,32 4,8
228 159 435 0,014 5,61 4,8
228 256 448 0,0006 5,86 4,9
252 168 - 0,0012 6,57 6,2
252 217 480 0,00055 6,84 5,6
252 179 495 0,0038 6,04 53
278 267 524 0,0005 6,75 6,3
276 278 - 0,00026 7,23 -
276 162 - 0,062 7,66 6,2

3PM: Peso molecular; "Solubilidad en agua a 20°C; “Kow: Coeficiente de particion octanol:agua; YKoc: Coeficiente de

adsorcion sobre carbon organico

1.1.1.2 Toxicidad de los hidrocarburos policiclicos aromaticos

Para que los hidrocarburos policiclicos aromaticos expresen su potencial como
carcinogénicos y mutagénicos deben ser activados metabolicamente. Las personas y el resto de
animales metabolizan estas moléculas con el unico fin de eliminarlas del organismo, en ese
momento es en el cual, paraddjicamente, se muestran como sustancias cancerigenas, las bacterias
presentes en el organismo también son capaces de metabolizar estos compuestos mediante enzimas

dioxigenasa.
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Los PAHs tienen principalmente tres rutas de absorcion en humanos, a través de los
conductos respiratorios por inhalacion de particulas a las que han asociadas estos compuestos, por
via dérmica y a través del tracto gastrointestinal por ingesta de agua o comida contaminada. Estas

rutas toxicocinéticas se encuentran representadas en la Figura 1.2.

Absorcion
A
!

Distribucion

Almacenamiento

Excrecion
—
—
—
—

Fig. 1.2. Ruta toxicocinética de los hidrocarburos policiclicos aromaticos

La absorcion en el tracto gastrointestinal ocurre de manera rapida, lo cual viene
determinado por la solubilidad acuosa y lipidica de estos compuestos, ya que la absorcion requiere
que los compuestos vayan desde las paredes intestinales y células hasta la circulacion sanguinea y
finalmente los tejidos que contienen una mayor proporcion lipidica (Anyakora et al., 2007). Esta
absorcion incluye dos fases principales, la absorcion en la mucosa, seguido de una difusion a través
de las paredes del intestino, donde la presencia de aceites favorece la absorcion de los PAHs,

mientras que el agua y los sélidos la perjudican.

En pruebas realizadas con animales de laboratorio se ha observado que los PAHs se
distribuyen por todo el organismo tras su administracion, independientemente de la via de entrada
de estos, habiendo sido encontrado en casi todos los 6rganos del cuerpo, sobre todo en los mas ricos
en lipidos. Concentraciones maximas de benzo(a)pireno se han encontrado en tejidos porosos
(higado, sangre, cerebro) tras 1-2 horas desde la administracion de una alta dosis de estos
compuestos (76 — 152 mg Kg™!). En tejidos menos porosos los niveles maximos tardan alrededor

de 3 — 4 horas desde la administracion (Anyakora et al., 2007).
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La absorcion por via oral de dibenz[a,h]antraceno en ratas se distribuye hacia la mayoria
de los tejidos del organismo. Tras la administracion via oral de benzo(a)pireno diariamente a ratas
macho durante 7 dias la actividad persistia en higado, rifiones, pulmones y testiculos. En general,
el nivel de PAHs encontrados en tejidos depende de varios factores: el tipo de PAH, la ruta de
administracion, el medio de transporte, el tiempo de tratamiento y el muestreo de tejidos

seleccionados y la presencia de inductores o inhibidos es de metabolismo.

En los mamiferos, la metabolizacion en las células ocurre en los microsomas del reticulo
endoplasmatico, esto se cataliza por el citocromo P-450 el cual estd unido a enzimas mono-
oxigenasa (Harvey et al., 1998). Estas nuevas moléculas oxidadas pueden transformarse de manera
espontanea a fenol o seguir siendo metabolizadas, reaccionando por glutatién transferasa dando
lugar a acidos mercapturicos. Los fenoles y hidrodioles pueden dar lugar a quinonas, diol epdxidos

y otros compuestos oxigenados.

En esta fase de la metabolizacion nos encontramos con que la estructura de la molécula
inicial ha dado lugar a unos compuestos con una polaridad diferente, en este caso aumentada, esto
hace que el compuesto sea mas electrofilo, incrementando su reactividad. Ademas, con la adicién
de grupos polares aumenta la solubilidad en agua de estos compuestos, la cual inicialmente era muy

baja.

Aunque los diol epoxidos son dificiles de aislar normalmente por la facilidad que tienen
de reaccién con agua, proteinas, acidos nucleicos y otros nucleéfilos, estan relacionados

directamente con la carcinogénesis activa de los PAHs (Harvey et al., 1998).

Estas moléculas se enlazan con las cadenas de ADN del individuo de manera covalente
y llevandose a cabo otras reacciones metabdlicas que siguen cambiando estos diol epoxidos, lo cual

provoca dafios en la cadena de ADN y, por tanto, produciéndose mutaciones.

Los metabolitos de PAHs y sus conjugados son excretados predominantemente a través
de las heces y en menor medida, en la orina. Los conjugados excretados en la bilis pueden ser
hidrolizados por enzimas de la flora intestinal y pueden ser reabsorbidos. Estos compuestos se
almacenan en el tejido graso, miisculos y 6rganos, excepto aquellos que han sido activados y se han

enlazado mediante enlace covalente a las cadenas de ADN.

Debido a la gran cantidad de estructuras que presentan estos compuestos van a tener una
gran variabilidad en la actividad biolégicamente, la capacidad de unirse a las moléculas de ADN
es directamente proporcional a su carcinogénesis, por tanto, la estructura quimica juega un papel

importante en su enlace con los receptores de la cadena (Anyakora et al., 2007).
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Los PAHs que adquieren estructura de fenantreno unido al menos a un anillo de benceno
se han catalogado como los compuestos con mayor capacidad para unirse a cadenas de ADN,
dividiéndose a su vez en compuestos que presentan una region bahia y una region fiordo. Estas dos
regiones son atributos estructurales que tienen un efecto positivo a la hora de realizar en enlace de
los PAHs sobre el ADN. La region fiordo del dibenzo(a,l)pireno causa atraccion repulsiva entre
dos enlaces opuestos en esta region, distorsionando la molécula y reestructurandola fuera del plano.
Esto hace que la habilidad de los compuestos para modificar sus atributos estructurales a la hora de

unirse a cadenas de ADN, generando una gran respuesta tumoral.

L1.13 Biomarcadores de exposicion a hidrocarburos policiclicos aromaticos

Hay varios biomarcadores usados para determinar la exposicion interna a PAHs, estos
incluyen metabolitos urinarios, puntos finales genotoxicos y aductor de benzo(a)pireno a ADN en

linfocitos periféricos y otros tejidos organicos con proteinas como la albimina.

El metabolito urinario utilizado principalmente es el 1-hidroxipireno, el fenantreno
hidroxilado es también usado, pero en menor medida. El trasfondo de este método es que la
concentracion excretada de PAHs o metabolitos a través de fluidos corporales u orina no es
solamente dependiente de la exposicién, sino que depende también de la absorcion,

biotransformacién y excrecion, algo variable entre individuos (Simoneit et al., 1998).

OH

Fig. 1.3. 1-Hidroxipireno

El 1-hidroxipireno, representado en la Figura 1.3, es usado como biomarcador urinario
debido a su alta concentracion en PAHs totales (entre 2 y 10 %) y su contenido en mezclas tiende
a ser constante. Muchos estudios han relacionado la concentraciéon de pireno con otros como son el
benzo(a)pireno. Otra ventaja de usar el pireno como biomarcador es que este compuesto es
metabolizado en 1-hidroxipireno, el cual se puede medir con relativa facilidad, siendo excretado en

orina, mientras que otros PAHs se excretan a través de heces (Anyakora et al., 2007).
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Los abductos de ADN con metabolitos activos de benzo(a)pireno son usados también
como biomarcadores a la exposicion a PAHs. Un alto peligro de cancer ha sido encontrado en
individuos fumadores, los cuales tienen una alta cantidad de estos adultos aromaticos en la cadena

de ADN de las células blancas de la sangre.

I.1.1.4 Fuentes de hidrocarburos policiclicos aromaticos en el Medio

Ambiente

La emision de PAHs a la atmosfera estd predominantemente afectada por los fenémenos
de combustion, la quema de materia organica por actividades humanas sobrepasa las aportaciones
que pueden realizarse por vias naturales al medio, en el caso de incendios forestales estos pueden
tener un gran efecto sobre el Medio Ambiente durante semanas (Howsam et al, 1998). Las fuentes
antropogénicas de este tipo de contaminantes incluyen diversas fuentes como son la cremacion,
calefacciones en viviendas, volatilizacién de compuestos en prospecciones petroliferas y vertidos
provocados por esta industria en aguas y suelos, los desechos de las areas urbanas y los tratamientos

de aguas residuales y quema de basuras.

Tras su formacion, los PAHs entran a formar parte del Medio Ambiente ya sea por
contaminacion de agua, suelo o aire. Como se ha mencionado anteriormente, los hidrocarburos
policiclicos aromaticos son compuestos con una alta liposolubilidad por su naturaleza apolar. Esto

va a condicionar la manera en la que interactiia con el medio.

En suelos, la adsorcién hidrofobica es el mecanismo mdas importante por el cual los
compuestos de PAHs se adsorben sobre las particulas que lo conforman, siendo una unién fuerte,
y que algunos autores han considerado este mecanismo de adsorcion como una penetracion del
compuesto en la propia matriz de la estructura del adsorbente, considerandolo una disolucion en
ellos (Conceigao Fernandes et al., 2004). En el aire y agua se podria hablar de situaciones similares,
los PAHs van a estar en suspension en ambos fluidos por union de estos a particulas que estan en
ese medio, en el caso del agua se presenta el hecho de tener poca solubilidad en este medio,
haciendo de esta unién con otra materia organica esencial para su presencia en ella. En aire, si la
molécula de PAHs contiene cuatro o menos anillos se mantiene en el aire como si de un gas se

tratase, sin necesidad de estar unido a ninguna particula en suspension.

El caso de la escorrentia urbana, en cuanto a aguas residuales y particulas en el aire, las
cuales precipitan al llover entrando en el ciclo del agua. Estos residuos urbanos estan compuestos
por una gran cantidad de PAHs procedentes de la quema de gasolinas en los transportes, la suciedad

del suelo y la abrasion producida sobre los asfaltados. Toda esta contaminacion acaba siendo vertida
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sobre suelos y aguas subterraneas, en el caso de ciudades costeras también el mar se ve afectado.
Finalmente, esta contaminacion entrara en la cadena trofica por medio de deposicion en las plantas,
o por absorcion a través de suelos y aguas y a los animales marinos y terrestres de la misma manera.
Para los fumadores, el 87 % de los PAHs presentes en el aire de sus casas procede del tabaco
(Howsam et al., 1998).

En zonas donde la contaminacién ambiental estd descontrolada como puede ser India o
China, los niveles de PAHs encontrados en aguas son elevados (Fu et al., 2003). En Sudamérica
los niveles de estos contaminantes en rios como el Cauca sobrepasa los limites marcados hasta 35
veces en episodios de lluvias monzonicas, lo cual implica un mayor movimiento de sustancias en
el medio (Sarria-Villa et al., 2016). En Europa, los niveles de contaminacién por PAHs en zonas
como los rios de Sajonia y en el Mar del Norte los niveles no sobrepasan los limites establecidos
(Siemers et al., 2015), mientras que, en Italia, los niveles encontrados en el rio Samo, sobrepasan
esta limitacion establecida (Montuori et al., 2012). Las piscinas de baflo son también aguas
altamente contaminadas por PAHs debido a la contaminacion ambiental y la presencia de estos
compuestos en la piel de las personas provenientes de los aceites y protectores solares (EFSA,
2012).

L1.1.5 Fuentes de hidrocarburos policiclicos aromaticos en los alimentos

La entrada de estos compuestos en la cadena alimentaria es relativamente sencilla debido
a su gran presencia en el Medio Ambiente. Las plantas, animales y, finalmente, el ser humano se
ven afectados por esta contaminacion debido al efecto de la bioacumulacion. Los alimentos pueden
contaminarse por los PAHs que hay presentes en el Medio Ambiente. Estos contaminantes se
pueden depositar sobre los cultivos si se encuentran en medio aéreo, acumulandose facilmente en
las ceras que recubren algunas frutas y plantas, ademdas de entrar a través de ellos mediante su

presencia en suelo y aguas (EFSA, 2012).

Los animales que se alimenten de estas plantas se veran afectados por la contaminacion,
incluidos los humanos, ademas de la contaminacion que puede entrar por alimentacion por piensos
y demads. En el medio marino, los animales y plantas se ven afectados directamente por los vertidos

de basuras, aceites, petroleo, etc.

La mayor fuente de PAHs para el ser humano se encuentra en la comida, el procesado de
diferentes alimentos en procesos de secado, asado, ahumado y barbacoas aumentan los niveles de
contaminacion en los alimentos, esto es debido a que el alimento se pone en contacto directo con
los productos de combustion. El almacenaje y recoleccion de alimentos también afecta a la
presencia de PAHs en ellos por contacto con lubricantes y aceites de maquinaria, humos de esta y

zonas de almacenaje que estén expuestas a contaminacion por este tipo de compuestos (Duedahl-
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Olesen et al., 2013). En la Tabla 1.2 se muestra la exposicion media y los margenes de exposicion

(MOEs) a PAHs mediante alimentacion en la UE.

Tabla L.2. Exposicién media a PAHs y MOEs en la Union Europea.

Exposicion dietética media MOEs
Consumidores Consumidores altos Consumidores Consumidores altos
medios medios
(ng Kg'! dia!) (ng Kg! dia!) (ng Kg! dia!) (ng Kg! dia!)
Benzo(a)pireno 3,9 6,5 17.900 10.800
PAH2? 10,7 18 15.900 9.500
PAH4> 19,5 34,5 17.900 9.900
PAHS® 28,8 51,3 17.000 9.600

2PAH2: benzo(a)pireno, criseno; "PAH4: benzo(a)pireno, criseno, benzo(a)antraceno, benzo(b)fluoranteno; “PAHS:
benzo(a)pireno, criseno, benzo(a)antraceno, benzo(b)fluoranteno, benzo(k)fluoranteno, benzo(g,h,i)perileno,

dibenzo(a,h)antraceno, indeno(1,2,3-cd)pireno. Fuente: AECOSAN (2017).

T Cereales

Como se ha mencionado anteriormente, los PAHs pueden llegar a los alimentos
elaborados de cereales por deposicion atmosférica, a través de aguas y por presencia en suelos. Pero
el procesado de estos alimentos hace que los niveles de contaminaciéon aumenten. Los cereales
normalmente sufren un proceso de secado en el cual se elimina la mayor parte del agua que puedan
tener para protegerlos frente a microorganismos, aumentar su conservacion y ademas mejorar sus
caracteristicas organolépticas, el uso de aromas artificiales también influye en la presencia de este

tipo de compuestos.

Durante el almacenaje en silos de este tipo de productos se puede producir contaminacién
de esta materia prima por deposicion a través de las zonas de ventilacion y la suciedad y polvo
existentes en el silo previos a su almacenaje, debido a que los PAHs pueden estar fuertemente
unidos a las particulas de polvo (Aldrick, 2012). Antes de su uso o paso a otra etapa de procesado,
normalmente la molienda, los granos deben ser limpiados de semillas no deseadas, particulas de
suelo, polvo, etc. Este paso se hace por gravedad especifica y en ningin momento el grano es lavado
con agua para evitar la formaciéon de microorganismos, por lo que los PAHs adheridos a la

superficie del grano dificilmente son eliminados en este paso (Belitz et al., 2004).

Alimentos como el arroz, trigo, cebada, maiz, etc. van a ser una gran fuente de PAHs para

el ser humano, no tanto por una alta concentracion en ellos, pero si por el alto consumo de este tipo
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de productos en la dieta, segun datos de la FAO se consumen 147 kilos de cereales por persona y
afio (FAO, 2017).

La existencia de PAHs en este tipo de alimentos no s6lo va a depender del tipo de proceso
al que se le ha sometido, sino también a la temperatura, el tiempo y la fuente de energia que se
utilice para llevar a cabo el procesado y cocinado de los alimentos, asi como la presencia de humos
y sustancias volatiles procedentes de otros ingredientes como el aceite (Rey-Salgueiro et al., 2008).
Algunos productos como son el pan de centeno necesitan un precocinado a 400°C durante 1 a 3
minutos previos a un cocinado en torno a 150 °C, la alta temperatura alcanzada en la primera etapa
de fabricacion previsiblemente serd una gran fuente de formacion de PAHs (Belitz et al., 2004). El
uso de fuentes de calor indirectas para el cocinado de alimentos también influye en la presencia de
estos contaminantes, un claro ejemplo de este tipo de procesado seria el uso de un tostador por
resistencias, en el cual el alimento no entra en contacto directo con la fuente, todo lo contrario al
uso de tostadores que usan gas como combustible en los que el alimento se ve expuesto tanto al
proceso térmico como a los gases derivados de la combustion, la contaminacion en el alimento en
cuestion seria la suma de la generacion de estos a partir de nutrientes por pirélisis y la deposicion

de los gases de combustion.

La gran variedad de productos derivados de cereales que encontramos en el mercado
incluye galletas, harinas, pasta, cereales de desayuno, arroces y panes, con una gran variedad de
métodos de cocinado como son el horneado, tostado, fritura, coccidn, secado, etc. tanto a nivel
industrial como en casa, todo esto influye finalmente en la concentracion de PAHs existentes en

los alimentos y que el consumidor va a ingerir.

-~~~ Bebidas

La presencia de hidrocarburos policiclicos aromaticos en bebidas depende principalmente
de la naturaleza de éstas. En este caso podemos tener bebidas alcoholicas destiladas y fermentadas,
bebidas que proceden de grano y plantas que has sido secados y tostados como son el café, té y
cerveza, otros provienen de frutas como los zumos y vinos, y otras estan basadas en el azicar y su
transformado en caramelo como son los refrescos. Todas estas bebidas pasan por multiples y
diferentes etapas de fabricacion, las cuales haran que la presencia de este tipo de contaminantes

varie entre las diferentes bebidas.

Los zumos son normalmente obtenidos directamente de la fruta por medio de tratamiento
mecanico, la proporcion de so6lidos en el producto final puede ir desde el 5 hasta el 20 %,
dependiendo de la naturaleza del zumo se le afiade una mayor o menor cantidad de aztcar, lo cual
afectara a los niveles finales de PAHs en el producto final (Belitz et al., 2004). El lavado de la fruta

y el pelado van a ser determinantes a la hora de que estos compuestos alcancen el producto final,
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los PAHs en frutas suelen estar sobre la piel y adherida a las ceras que la recubren, por tanto, si no

es pelada o lavada correctamente los niveles de PAHs aumentaran (Silva et al., 2011).

En el caso del vino, al igual que en algunos destilados, se produce un envejecimiento del
producto en barrica o con chips de madera, donde es fermentado. Estas barricas han sido
previamente tratadas para darles unas propiedades aromdticas especiales, normalmente estas
barricas son de roble, la madera es expuesta al exterior y a sus condiciones climatologicas durante
un lapso de tiempo que va desde 1 a 3 afios, por tanto, la poluciéon presente en el medio va a
depositarse sobre la madera, después de esto la madera sufre un proceso de tostado, por el cual se
expone directamente a fuego de madera de roble y el humo que se genera, lo cual hace que estos
contaminantes impregnen la madera y finalmente vayan a ser transferidos al producto final. Los
chips de madera que se pueden usar también en el envejecimiento de estas bebidas pueden ser
tostadas por hornos eléctricos, de conveccion o de infrarrojos, variando los niveles de
contaminacion dependiendo de la fuente usada para este fin (Chinnici et al., 2007). En el vino habria

que ademas tener en consideracion lo expuesto anteriormente para las frutas.

Las bebidas destiladas presentan como ingrediente principal el azticar, el cual va a ser
una fuente de PAHs para el producto final, en muchos casos este azticar ademas de haber sufrido
la contaminacion ambiental es secado para obtener el producto final, otras veces es caramelizado y
afladido a algunas bebidas, como es el caso del ron (Belitz et al., 2004), o en el caso de la bebida
brasilefia cachaga, la plantacion de azlcar es directamente quemada previa a su recoleccion

(Galinaro et al., 2009).

En bebidas como el café y el té la mayor fuente de contaminacion por PAHs se produce
en los procesos de secado y torrefactado tanto de las hojas de t¢ como de los granos de café. En
refrescos el uso de azucares en alta proporcion va a ser la principal fuente de contaminantes para
este producto, ademas este azlcar tiende a ser caramelizado, el uso de aromas para estas bebidas
también es un factor para tener en cuenta. El uso de aceites comestibles para mejorar la estabilidad
y la turbidez de los refrescos también va a aportar una porcion de PAHs, ya que estos son altamente

solubles en lipidos (Shachman et al., 2004).

Las cervezas son productos provenientes de la fermentacion de cereales, los cuales han
sufrido un proceso de secado y tostado que va a proporcionar una serie de caracteristicas
organolépticas al producto final, en esta etapa se generan una serie de compuestos no deseados,
entre los que se encuentran los hidrocarburos policiclicos aromaticos, ademas, el uso de otros
cereales que no son la cebada, como son el maiz, arroz, etc., aportan a esta contaminacion, al igual

que ocurre con los aztcares afladidos para mejorar la fermentacion del producto (Belitz et al., 2004).
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-~ Aceites vegetales

La presencia de hidrocarburos policiclicos aromaticos en aceites comestibles dependera
de la naturaleza de este, si proviene de un fruto o de semillas y si ha sufrido un tratamiento posterior

a su extraccion para su refinado.

En el caso de aceites que provienen de frutos, como es el caso del aceite de oliva, la
presencia de PAHs va a venir determinada por la contaminacién ambiental a la que son expuestos,
estos compuestos se quedaran adheridos a la superficie del fruto, durante la recoleccion se pueden
ver afectados por los gases de combustion y los aceites de lubricacion de la maquinaria usada para

ello.

Para la elaboracion de los aceites de oliva virgen extra no se permite ningun tratamiento
que no sea la extraccion mecénica, por tanto, el lavado del fruto previo a la extraccion es un paso
determinante para la existencia de PAHs en los aceites, si el agua no esta limpia o no se lava de
manera correcta la presencia de estos compuestos tanto en la superficie como en polvo o tierra que
lo acompaifian afectaran a los niveles de PAHs. En el caso de aceites refinados, estos se pasan por
lechos de tierras diatomeas o carbon activo, lo cual reduce la presencia de estos compuestos de

manera notable (Teixeira et al., 2007).

En el caso de aceites que provienen de semillas, como son los de girasol, sésamo, etc.,
que han sido sometidas a procesos de secado para eliminar la mayor cantidad posible de agua y
aumentar el rendimiento de la extraccion, estas semillas se ponen en contacto con calor y con gases
de combustion, lo cual puede llevar a contaminacion por PAHs (Mafra et al., 2010), igualmente, el

refinado de estos aceites ayuda a reducir la presencia de PAHs en ellos.

-~~~ Carne y pescado

La presencia de hidrocarburos policiclicos aromaticos en carnes y pescados esta
influenciada por la bioacumulacion, asi como por la contaminacion del medio, alimentacion por

piensos y finalmente por el procesado y cocinado de estos alimentos.

El efecto de la bioacumulacion afecta a los animales y peces de manera directa al estar
en una escala superior en la cadena trofica, estos animales se ven afectados por la contaminacion
del medio ya existente y que afecta a todos los seres de una manera similar, pero a su vez estos
animales se van a alimentar de plantas en el caso de animales y pequefios peces y plancton en el
caso de peces, los cuales en su organismo ya han sido contaminados por PAHs, lo cual va
amplificando la presencia de PAHs (Jahurul et al.,, 2013). Ademas, los animales suelen ser

alimentados en granjas usando piensos elaborados de cereales y demds productos que han sufrido
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procesos térmicos como los citados anteriormente para los alimentos basados en cereales. En el

mar, los peces sufren la contaminacion afiadida de vertidos de petroleo y derivados, basuras, etc.

El procesado y cocinado de estas materias primas para la fabricacion de alimentos, ya sea
en plantas industriales o en casa afecta de manera importante a los niveles de PAHs en ellos. El
parrillado, asado, barbacoas, ahumado, secado y la fritura son algunas de las formas mas utilizadas
para la transformacion de los alimentos. El secado de alimentos se utiliza principalmente para la
conservacion de alimentos eliminando la mayor parte del agua que contienen, normalmente va
acompafiado del ahumado. En el ahumado que nos proporciona unas propiedades bactericidas y
antioxidantes sobre el producto, la presencia de hidrocarburos policiclicos aromaticos depende
principalmente de como se genere el humo y de qué manera se va a aplicar. Podemos tener una
aplicacion directa, donde la materia que esta siendo quemada para producir este humo y el producto
estan directamente en contacto y se puede realizar de manera indirecta, en la cual el humo es llevado
al alimento a través de conducciones. El uso de filtros ayuda a reducir la carga de PAHs existente

en el humo utilizado (Belitz et al., 2004).

El uso de llamas o calor directo a la hora de realizar un parrillado o barbacoa afecta al
nivel de PAHs presentes en los alimentos, normalmente se usa carbon en este tipo de procesos,
sobre todo en las barbacoas en casa. La grasa, al caer sobre las brasas, genera una gran cantidad de
estos contaminantes, los cuales se adhieren sobre la superficie de la carne y el pescado (Farhadian,
2010). En el Codex Alimentarius se recogen una serie de recomendaciones para que las condiciones
de cocinado tengan en consideracion la exposicion a PAHs. El uso de envolturas de un film de
aluminio o de hojas de banana pueden ser utiles para evitar la deposicion de estos contaminantes
sobre los alimentos, siendo facilmente aplicables tanto en industria, como en restaurantes y hogares

(FAO, 2009).
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[.1.2 Normativas sobre hidrocarburos policiclicos aromaticos en agua y

alimentos

Actualmente existen dos legislaciones, la primera es el Marco Europeo sobre el Agua
(European Water Framework) y la segunda es el Reglamento (UE) N° 835/2011, el cual modifica
al Reglamento N° 1881/2006 en lo que respecta al contenido maximo de hidrocarburos aromaticos
policiclicos en productos alimenticios. Estos Reglamentos Europeos son de aplicacion directa en
todos los estados miembros de la Unién Europea sin necesidad de que cada pais tenga que emitir

su propia legislacion, en el caso de Espaiia a través del Real Decreto correspondiente.

En Estados Unidos, bajo el Safety Drinking Water Act 1a Agencia de Proteccion del Medio
Ambiente (EPA) ha limitado la presencia de benzo(a)pireno en agua potable a 0,2 pg L' (EPA,
2016). Actualmente no hay regulacion alguna sobre el resto de compuestos en agua ni en alimentos,
apesar de que tanto EPA como la Agencia Para la Sustancias Quimicas y Registro de Enfermedades

(ATSDR) los tienen incluido en la lista de contaminantes peligrosos (ATSDR. 2017).

En Canadd, la Agencia de Inspeccion de Alimentos (CFIA) ha establecido un limite
méximo de 3 pg K! de benzo(a) pireno en aceites de oliva de orujo, mientras que en agua el limite
de presencia de este compuesto es de 0,01 pg L' (CFIA, 2018). En China, la regulacion esta algo
mas avanzada y mediante la Normativa GB2762-2012 se regula la presencia de benzo(a)pireno en
harinas y ahumados de carne y pescado en 5 pg Kg'! mientras que en aceites el valor sube a los 10
ng Kg!' (China National Standard, 2012).

[.1.2.1 Marco Europeo sobre el Agua

Las bases del Marco Europeo sobre el Agua comenzaron en los afios setenta, cuando por
primera vez se comenzaron a establecer estindares y objetivos de limites sobre sustancias
peligrosas en agua de bebida, aguas de zonas pesqueras, de baiio y aguas subterraneas, con el fin
de proteger al ser humano y el Medio Ambiente. No fue hasta 1988 cuando se establecieron los
primeros limites y objetivos a cumplir por los estados miembro, obligandolos a controlar las zonas

urbanas, el uso de fertilizantes nitrogenados en agricultura y la polucioén provocada por la industria.

En 1991 se establece la Directiva sobre presencia de nitratos en aguas y la Directiva sobre
aguas de deshecho. En 1996 se establecio la Directiva para la prevencion y control de la polucion

(IPPC) y en 1998 se establece una Directiva que regula el agua usada para bebidas.

Finalmente, en el ailo 2000 la Comision Europea publicé la Directiva marco sobre aguas,
siendo la mas completa lanzada hasta la fecha, englobando la polucion en aguas superficiales, aguas

subterraneas y el establecimiento de un estatus ecologico. Para llevar a cabo esto, la Comision llevo
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a cabo un proceso de consulta entre los Estados miembro, Parlamento europeo, expertos,

autoridades locales, técnicos ambientales e industrias (Unién Europea, 2010).

Esta Directiva se apoya en cuatro puntos bésicos:

-~~~ Coordinacion de acciones para conseguir el estatus de buena calidad en aguas
de la Unién Europea incluyendo las aguas superficiales y subterraneas en el afio
2015.

-~ Establecimiento de un sistema de gestion de aguas basadas en los cauces
naturales de los rios y de las regiones que cruzan.

-~ Control integral de aguas, resultando en diferentes tipos de gestion a problemas
de aguas dentro de un solo marco de referencia.

~™~" Participacion activa de los Estados miembro y de la poblacién.

Todo esto aplicado sobre aguas subterraneas y superficiales, incluyendo rios, lagos, aguas

de costa y transicion como de estuarios que conectan aguas dulces y saladas.

[L1.2.2 Directiva Europea sobre las normas de calidad ambiental aplicables a

las aguas superficiales

Esta Directiva define a la contaminacion de las aguas superficiales como amenaza real
para el medio acuético, con efectos de toxicidad tanto aguda como croénica para los organismos
acudticos y su acumulacion en los ecosistemas, provocando pérdidas de biodiversidad, lo cual
también afecta a los seres humanos (Union Europea, 2008). En base a lo expuesto en esta Directiva
los Estados miembros deben aplicar las medidas necesarias con objeto de reducir progresivamente
las emisiones de sustancias peligrosas prioritarias, este control se debe dar en conformidad de la
Directiva 2000/60/CE, asi como proveer de datos y conocimientos disponibles sobre el origen y
presencia de estas sustancias y de las vias de contaminacion con el fin de definir modalidades de

control especificas y eficaces.

Entre todas las sustancias prioritarias que se han listado en esta Directiva se encuentran
8 hidrocarburos policiclicos aromaticos, segun el espiritu de la legislacion estas sustancias deben
dejar de ser emitidas a la atmosfera de forma gradual. Estos contaminantes son producidas en parte
de manera natural, por tanto, esa fuente no va a poder ser eliminada, el resto de focos de emision

deben dejar de serlo, algo que es practicamente imposible.

Esta Directiva dispone que todas estas sustancias incluidas estan en continua revision, en

la Tabla 1.3 se encuentran los hidrocarburos policiclicos aromaticos prioritarios en diferentes aguas.
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Tabla 1.3. PAHs prioritarios en agua segun la Directiva 2008/105/CE.

120-12-7

206-44-0

1,00 1,00

91-20-3 2,40 1,20 No aplicable No aplicable
50-32-8 0,05 0,05 0,10 0,10
205-99-2

>=0,03 >¥=0,03 No aplicable No aplicable

207-08-9

192-24-2
2=0,002 >=0,002 No aplicable No aplicable
193-39-5

2 ug L''; P™NCA-MA: Normas de Calidad Ambiental, Media Anual; ‘"NCA-CMA: Normas de Calidad Ambiental,

Concentracion Maxima Admisible.

El establecimiento de Normas de Calidad Ambiental (NCA) para estos contaminantes
deben establecerse de manera obligatoria y siempre basandose en los datos acumulados de

contaminacion a medio y largo plazo.

1.1.2.3 Real Decreto sobre el establecimiento de los criterios de seguimiento

y evaluacion del estado de las aguas superficiales y las normas de calidad ambiental

Este Real Decreto 817/2015, de 11 de septiembre, por el que se establecen los criterios
de seguimiento y evaluacion del estado de las aguas superficiales y las normas de calidad ambiental
viene a transferir la Directiva Europea 2008/15/CE a la Ley Espaifiola (BOE, 2015).

En ¢l se articulan los programas de seguimiento de las masas de aguas superficiales en
Espaifia y la declaracion del estado de las mismas. La evaluacion de aguas dicta que el estado general
de la masa de agua quedara determinado por el peor valor obtenido en la evaluacion ecoldgica y
quimica, las cuales se haran en funcién a las Normas de Calidad Ambiental (NCA) establecidas en
cada caso. Siendo los niveles de sustancias prioritarias contaminantes las indicadas anteriormente
en la Tabla I.1.
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[.1.2.4 Reglamento Europeo sobre contenido méximo de hidrocarburos

policiclicos aromaticos en productos alimenticios

La presencia de hidrocarburos policiclicos arométicos en productos alimenticios estd
regulada por los Reglamentos (CE) N° 1881/2006 (Uni6on Europea, 2006) y su modificacion por el
Reglamento (CE) N° 835/2011 (Unién Europea, 2011) por lo que respecta al contenido méaximo de
hidrocarburos aromaticos policiclicos en los productos alimenticios y el Reglamento (UE)
2015/1933 (Union Europea, 2015) que modifica el Reglamento (CE) no 1881/2006 por lo que
respecta al contenido maximo de hidrocarburos aromaticos policiclicos en la fibra de cacao, las

chips de platano, los complementos alimenticios, las hierbas secas y las especias secas.

Inicialmente, el Reglamento 1881/2006 se puso en marcha debido a las diferencias en la
legislacion existente en cada pais miembro y era necesario mantener una unidad de mercado. En
cuanto a los contaminantes que se consideran cancerigenos genotoxicos, como es el caso de los
hidrocarburos policiclicos aromaticos, o que la poblacion haya sido expuesta a altos niveles se
establecen contenidos maximos tan bajos como sea razonablemente posible, haciendo énfasis en la

proteccion de la salud de los lactantes y nifios, estableciendo unos niveles maximos mas bajos.

En esta reglamentacion se indica que si un alimento supera los contenidos maximos de
un contaminante no debe ser comercializado como tal, ni tras mezclarse con otros alimentos o
usarse como ingrediente para la fabricacion de algin otro. En esta normativa se ve necesario el
realizar unos ensayos mas pormenorizados en cuanto a la presencia de PAHs en alimentos, teniendo
el benzo(a)pireno como marcador, fijando unos contenidos méaximos en grupos de alimentos que

estan muy expuestos a contaminacion ambiental y procesado industrial.

La Comision, junto a la ayuda proporcionada por la Autoridad Europea de Seguridad
Alimentaria (EFSA) establecieron que, tras la evidencia cientifica, que el benzo(a)pireno no es un
marcador adecuado para marcar la presencia de PAHs en alimentos, por lo que se cre6 un sistema
de 4 sustancias (PAH4) (benzo(a)pireno, criseno, benzo(a)antraceno y benzo(b)fluoranteno) o de 8
(PAHS), aunque la EFSA indica que el sistema de 8 sustancias no aporta valor afiadido al de 4
sustancias (EFSA, 2012), por tanto, el Reglamento se cifie a estas 4 sustancias, los niveles fijados

por el Reglamento en diferentes grupos de alimentos se muestran en la Tabla 1.4.

La aplicacion de esta norma en Espafia se realiza de manera directa haciendo uso del

Reglamento de la Comision Europea sin necesidad de haber aplicado un Real Decreto.
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Tabla I.4. Contenido maximo permitido de hidrocarburos policiclicos aromaticos en productos
alimenticios por el Reglamento (CE) N° 835/2011 y Reglamento (UE) N° 2015/1933.

Suma de benzo(a)pireno,
Benzo(a)pireno benzo(a)antraceno,
benzo(b)fluoranteno y criseno
2,0 10,0
5,0 30,0
2,0 20,0
2,0 12,0
2,0 12,0
5,0 30,0
6,0 35,0
1,0 1,0
1,0 1,0
1,0 1,0




Tabla LI.4. (Continuacién) Contenido maximo permitido de hidrocarburos policiclicos aromaticos
en productos alimenticios por el Reglamento (CE) N° 835/2011 y Reglamento (UE) N° 2015/1933.

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

3,0 15,0
2,0 20,0
10,0 50,0
10,0 50,0

10,0 50,0




Técnicas para la determinacion de hidrocarburos policiclicos aromaticos en aguas y alimentos

1.2 Determinacion de contaminantes en agua y alimentos

Para la determinacion de sustancias en muestras de aguas y alimentos requiere la
combinacién de diversas etapas debido a su gran complejidad. En la Figura 1.4 se esquematizan las

etapas necesarias para la extraccion y determinacion de compuestos en este tipo de matrices.

El tratamiento de la muestra tiene como fin principal el de aislar los analitos de la mejor
manera posible, eliminando en la medida de lo posible la matriz en la que estan contenidos, siendo
la primera etapa la encargada de realizar esta separacion entre analitos y matriz. Esta etapa va a ser
critica a la hora de obtener un resultado final dptimo, si el procedimiento de extraccion no se ha
realizado de la mejor manera posible parte de estos analitos seguirdn en la matriz de la muestra,

resultando en un error en su determinacion (Poster et al., 1998).

Para determinar si el método de extraccion de los analitos de la matriz que los contiene
es efectivo o no, se puede realizar una serie de extracciones sucesivas en las que se realizan varias
extracciones siguiendo el procedimiento sobre la misma muestra y posteriormente se comprueba la
existencia o no de los analitos en estos extractos, dandonos a conocer el nimero de extracciones
que es necesario realizar para obtener la totalidad de los analitos. En el caso de que el procedimiento
no sea el adecuado, no se podria extraer por completo todos los compuestos. Otra forma de estudiar
la efectividad del método de extraccion es el uso de muestras enriquecidas, las cuales han sido
fortificadas con una concentracioén determinada por el analista. Mediante la comparacion entre la
concentracion determinada y afiadida se puede conocer el buen funcionamiento de la metodologia.
Hay que tener en cuenta que la extraccion de los analitos nunca sera completa al sufrir estos una
serie de interacciones con la matriz de la muestra, asi como las pérdidas habituales durante la

manipulacion de la muestra y el método extractivo.

El principal fin de la etapa de extraccion es la de separar de la muestra los compuestos o
partes que son de interés y proveen una determinada informacion (Cela et al., 2003). Estas técnicas
de separacion se sitian en una etapa intermedia del proceso analitico, su complejidad puede variar
dependiendo de la naturaleza de las muestras y de los analitos objeto de estudio, si estos estan en
una muestra sélida o liquida, de la presencia o no de compuestos coextraidos y de la técnica de
determinacion que se haya seleccionado, lo cual hara necesario que nuestro extracto se encuentre

en una determinada forma previo al analisis.
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| Muestras |
|

| Muestreo |
|
| Pretratamiento |

I SPE, SPME, MAE, PLE,

| Extraccion Ii UAE, LLE, GPC, Soxhlet,

SBSE, SPME

| Clean-up/preconcentracion |

4' Deteccion li

Cromatografia liquida de

Cromatografia de gases alta resolucién

GC-FID HPLC-UV/DAD

GC-ECD HPLC-FLD

GC-MSs HPLC-MS
GC-MS/MS HPLC-MS/MS

Tratamiento de datos y
resultados

Fig. 1.4. Esquema de las etapas necesarias para la determinacion de compuestos en muestras de
agua y alimentos. DAD: detector de diodos en fila; ECD: detector de captura de electrones; FID:
detector de ionizacion de llama; FLD: detector de fluorescencia; GC: cromatografia de gases; GPS:
cromatografia de permeacion de geles HPLC: cromatografia de liquidos de alta resolucion; LLE:
extraccion liquido-liquido: MAE: extraccion asistida por microondas; MS: espectrometria de
masas; MS/MS: tandem de espectrometria de masas; PLE: extraccion acelerada con disolventes;
SBSE: extraccion por sorcion sobre barra agitadora; SFE: extraccion con fluidos supercriticos;
SPE: extraccion en fase solida: SPME: microextraccion en fase solida: UAE: extraccion asistida

por ultrasonidos; UV: detector ultravioleta

Estos analitos ya extraidos de la matriz de la muestra normalmente se suelen encontrar a
niveles traza en muestras ambientales y en alimentos, por lo que es necesario realizar una etapa de
preconcentracion de estos extractos previo a la determinacion cromatografica. En muchas ocasiones
y en analisis a nivel traza, es usual recurrir a estas técnicas no ya por problemas de interferencias
sino para poder alcanzar los niveles de concentraciones de los analitos necesarias para poder ser
determinados (Cela et al., 2003). En algunas ocasiones la esta etapa se lleva a cabo mediante la
eliminacion de disolventes organicos, habria que tener cierta cautela y cuidado al realizar esta

eliminacion, ya que en muchas ocasiones los compuestos a analizar son también volatiles, sobre
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todo en el caso de realizar una determinacion mediante cromatografia de gases y los analitos pueden

verse afectados mediante su volatilizacion y pérdida de los mismos.

En este apartado se realiza una revision bibliografica de las técnicas para la preparacion
de muestras ambientales y alimentos y las técnicas para la determinacién de PAHs en estos tipos

de matrices.
[.2.1 Técnicas para la preparacion de muestra

La primera etapa a la que se enfrenta un analista cuando quiere llevar a cabo el analisis
de aguas o alimentos consiste en la toma de muestra, cuyos procedimiento se encuentran recogidos
en diferentes guias o normas de caracter internacional, tales como las editadas por organizaciones
como la Organizacion Internacional para la Estandarizacion (ISO) o la Sociedad Americana para
Pruebas y Materiales (ASTM), que editan normativas recomendando protocolos para asegurar la
calidad de todo el proceso analitico, incluyendo la etapa de toma de muestra. El estado fisico de la
muestra condicionara en muchos casos la forma de tomar la muestra. La homogeneidad que suele
acompafiar a las muestras de liquidos y gases permite planificar una toma de muestra para la
recogida de pequefias cantidades o volumenes, con un riesgo menor de falta de representatividad.
En cambio, en el caso de muestra sdlidas, su inherente mayor heterogeneidad aconseja llevar a cabo
un pretratamiento previo con el fin de disminuir los problemas derivados de dicha heterogeneidad
(Camara Rica et al., 1997).

Algo a tener en cuenta a la hora de trabajar con PAHs es la sensibilidad que estos tienen
ala luz, llegando a descomponerse por fotoirradiacion y oxidacion (Plaza-Bolaiios et al., 2010), por
tanto, hay que mantener tanto las muestras como los extractos lo menos expuestos posibles a la luz,
usando material color ambar durante el mayor tiempo posible y cubriendo el resto de contenedores

con material que bloquee la entrada de luz.

Una vez obtenida una muestra representativa para su analisis, la siguiente operacion
dentro del proceso analitico general es la preparacion o tratamiento de muestra. Se debe de tratar
de disminuir la manipulacién de la muestra que conlleve a determinar el analito en ausencia de
interferencias. De esta manera, aparte de resultar la determinacion mas rapida y econdémica, se
minimizan los problemas de contaminacion y pérdidas de analito. La extension del proceso de
preparacion de muestra puede incluir etapas tales como aislamiento, purificacion y
preconcentracion del analito. A continuacion, se van a tratar las técnicas de extraccidn mas
utilizadas para en las metodologias para la determinacion de hidrocarburos policiclicos aromaticos

y finalmente se describira el uso de sistemas continuos de analisis para la preparacion de muestra.
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1.2.1.1. Técnicas de extraccion

Las técnicas de extraccion a aplicar sobre las muestras van a depender de su naturaleza,
normalmente se aplica una combinacion de estas para obtener los analitos de la manera méas pura
posible. Esta variacion depende en si la matriz es sélida o liquida y si hay presencia de lipidos o
no, lo cual obliga a realizar normalmente una saponificacion alcohdlica para poder realizar una
extraccion de los PAHs de los lipidos y evitar el arrastrar al extracto parte de la fraccion lipidica,
ya que al ser estos unos compuestos sumamente apolares presentan una gran afinidad por las grasas,
y que pueden provocar una reduccion de la resolucion y sensibilidad cromatografica, ademas de

dafiar la columna del equipo.

Las diferentes técnicas de extraccion y limpieza que se ha encontrado en bibliografia
corresponden a técnicas basadas en transferencia de materia como pueden ser la extraccion liquido-
liquido, extraccion asistida por microondas, extraccion asistida por ultrasonidos, extraccion
Soxhlet, extraccion liquida presurizada, extraccion en fase solida, microextraccion en fase sélida.
Actualmente también se utiliza el método QuEChERS para llevar a cabo la extraccion de analitos
y limpieza de los extractos. Si nos basamos en los principios de la Quimica Verde, lo que se busca
en las nuevas metodologias para preparacion de muestras es la reduccion del uso de disolventes
orgénicos y la miniaturizacion de los procedimientos aplicados, por lo que se busca una
combinacion ideal para obtener unos buenos resultados ademas de ahorrar materiales, siendo
beneficioso tanto econdmicamente como respetuoso con el Medio Ambiente. A continuacion, se
comentaran algunos de los aspectos mas importantes relacionados con las técnicas de extraccion

mas utilizadas para la preparacion de muestras medioambientales y de alimentos.

1.2.1.1. Extraccion liquido-liquido

La extraccion liquido-liquido (LLE) se aplica para extraccion de analitos de muestras en
fase liquida, a esta primera fase se le afiade otra fase también liquida e inmiscible, el fundamento
principal en el que se basa esta extraccion es el coeficiente de reparto o distribucion de los analitos
entre las dos fases en contacto, los compuestos tendran una solubilidad diferente en ambas fases,
presentando normalmente mas afinidad por la fase que se ha afiadido para realizar la extraccion que
en su medio natural. Normalmente esta afinidad suele ser de naturaleza polar y los analitos se

desplazaran hacia el disolvente deseado, ambas fases pueden ser finalmente analizadas.

Esta técnica permite llevar a cabo extracciones de manera relativamente rapida a niveles
traza, la selectividad y eficacia de este tipo de extraccion reside en la eleccion de los disolventes
puestos en contacto (Cela et al., 2003), normalmente esta técnica se aplica en combinacion con una
etapa de clean-up para eliminar los compuestos que se han coextraido junto a los analitos y que

pueden interferir en la determinacién cromatografica.
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El procedimiento experimental para este tipo de extraccion consiste en ponen en contacto
la muestra en estado liquido que contiene los analitos junto a un volumen determinado (o varios de
manera sucesiva) de otro disolvente, se agita y se dejan decantar ambas fases hasta que se observa
una separacion entre ellas adecuada (Figura 1.5). En algunas ocasiones nos encontramos con que
debido a la complejidad de la muestra pueden formarse emulsiones en la interfase (Yufra-Picardo
et al., 2013), para ello se pueden afladir una pequefla cantidad de sales inorganicas, las cuales
ayudan a eliminar esta interfase poco definida y a aumentar el cociente de reparto en el caso de que

queramos hacer una extraccion desde una fraccion inorganica hacia otra organica.
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Fig. L.5. Extraccion liquido-liquido.

Factores que afectan al proceso de extraccion son el pH y la solubilidad, lo cual afecta
directamente a la selectividad de la técnica. Seleccionar un pH adecuado a la hora de realizar la
extraccion nos proporcionard un mejor resultado. Por otro lado, la correcta seleccion del disolvente
dependerd de la afinidad de los analitos que posean hacia un determinado disolvente organico. Lo
ideal es seleccionar uno con el cual los analitos tengan una alta afinidad y que a su vez éste sea
inmiscible o practicamente inmiscible con la otra fase. Una limitacion de esta técnica puede ser la
cinética del proceso, siendo en algunas ocasiones la extraccion una cinética demasiado lenta hasta

llegar al punto de equilibrio, lo que origina una pérdida de tiempo en esta etapa del analisis.

Con esta técnica de extraccion se requiere el uso de un volumen elevado de disolventes
organicos, por ello actualmente se estd aplicando mas a menudo la microextraccion liquido-liquido,
ademas se arrastran otras sustancias desde la matriz de la muestra hasta el extractante, lo cual hace

que esta técnica se aplique como primer paso para la extraccién y se combine con otras técnicas
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que nos permitan eliminar estas interferencias y que dejen el extracto limpio, como puede ser la

cromatografia de permeacion en gel (GPC) o la extraccion en fase solida (SPE).

En bibliografia normalmente encontramos la aplicacion de la LLE junto a otras técnicas
extractivas o de limpieza de muestra para la extraccion de PAHs en diferentes tipos de matrices. En
muestras acuosas se usa en combinacion con SPE, dando unos datos de recuperacion de entre el 66
y el 100% (Werres et al., 2009), la misma combinacién para muestras de café han arrojado datos
de recuperacion de entre el 77 y 87% (Tfouni et al., 2013). El uso de LLE para extraer PAHs de
aceites ha dado recuperaciones de entre el 70 y 110% (Zhou et al., 2016) y del 98 a 120 % en el

caso de combinacion con SPE (Yebra-Pimentel et al., 2014).

1.2.1.2. Extraccion asistida por microondas

La extraccion asistida por microondas (MAE) utiliza la radiacion electromagnética para
la extraccion de los compuestos en disolventes especificos. Esta radiacion se encuentra en un
intervalo de frecuencia de entre 300 y 3.000.000 MHz, provocando el desplazamiento de los iones
y transitos rotacionales sin alterar la estructura molecular de la muestra (Cela et al., 2003). Esta
técnica aumenta la temperatura del o de los disolventes puestos en juego para la extraccion.
Aplicando esta técnica se puede reducir el volumen de disolventes a la vez que aumenta la eficiencia

y la selectividad de la extraccion.

Para que se genere esta temperatura en el proceso de extraccion es necesario que el
disolvente posea unas determinadas propiedades dieléctricas. La energia de microondas (Figura I.6)
es absorbida por moléculas que poseen un momento dipolar permanente, lo que hace que éstas
roten, y esta rotacion serd la causante del aumento de temperatura (Camara Rica et al., 1997). Por
tanto, la eleccion de un disolvente adecuado es esencial para que la extraccion asistida por
microondas sea efectiva, a mayor momento dipolar del disolvente mayor sera su capacidad para

extraer los analitos de la matriz.
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Fig. 1.6. Esquema de un dispositivo de MAE. (Thirugnanasambandham et al., 2015)

Para la aplicacion de esta técnica se suele utilizar recipientes transparentes a la radiacion,
ya sea en sistemas abiertos o cerrados. Para llevar a cabo esta extraccién se pueden utilizar
diferentes tipos de disolventes orgénicos respecto a su interaccion con las microondas. Se puede
usar un disolvente o mezcla de ellos que posea un alto momento dipolar y que va a interaccionar
directamente con las microondas, disolventes que presentan un momento dipolar intermedio e
incluso disolventes que no tengan momento dipolar alguno y que no van a interactuar con esta

radiacion.

En el caso de los disolventes polares hay que tener en cuenta que se produce un aumento
de temperatura causado por la rotacién de los dipolos, provocando el aumento de la temperatura
(hasta 200°C). Si la MAE se lleva en un sistema cerrado la temperatura que se alcanza es mayor
que la de su punto de ebullicion gracias a que la presion en el interior también aumenta. Estos dos
factores son los determinantes a la hora de realizar una extraccion satisfactoria, aumentando la

solubilidad de los analitos y la cinética de desorcion desde la matriz al disolvente (Cela et al., 2003).

El uso de disolventes que poseen una baja polaridad se requiere cuando tenemos analitos
poco polares, como puede ser en el caso de los PAHs. En este caso el disolvente no se usa nada
mas que como un medio solubilizador de los analitos, y serd la muestra la cual absorba la radiacion
microondas y aumente la temperatura, siempre y cuando la muestra nos lo permita. Generalmente
esto es posible en muestras que posean cierta cantidad de agua en su matriz, la cual absorbera gran

parte de la radiacion.
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Algunos autores han aplicado esta técnica de extraccion sobre diferentes tipos de muestra,
Lietal. (2011) lo aplicé sobre té, obteniendo unos datos de recuperacion de entre el 78 y el 116 %.
Otros autores la técnica de MAE la han aplicado en muestras de carne a la brasa y pescado ahumado,
en combinacion con digestion alcohdlica y una etapa de limpieza y preconcentracion posterior,
alcanzando datos de recuperacion 81,2 — 105,5 % (Ghasemzadeh-Mohammadi et al., 2012;
Kamankesh et al., 2015). En aceites de oliva y girasol se ha utilizado también esta técnica, pero
obteniendo resultados inferiores de recuperacion (62-84 %), a pesar de estar combinada con una

extraccion en fase solida (Alarcén et al., 2012).

1.2.1.3. Extraccioén asistida por ultrasonidos

Esta técnica de extraccion consiste en utilizar ondas de ultrasonidos para agitar la muestra
en contacto con un disolvente organico (Cela et al., 2003), ya sea mediante la colocacion de la
muestra en un bafio de ultrasonidos o introduciendo en el medio muestra-extractante de una sonda

que generara este tipo de ondas (Figura 1.7).

La extraccion asistida por ultrasonidos (UAE) se considera una técnica de extraccion
suave, ya que la radiacion de ultrasonidos causa sobre los liquidos una serie de fuerzas que dan
como resultado la vibracion, presion y agitacion, aunque mejora las extracciones en muestras que

son muy heterogéneas pueden dar lugar a otras reacciones dentro de la misma matriz.

Esta técnica nos permite acortar el tiempo de extraccion por el aumento de presion que
se genera dentro de las muestras a extraer, lo cual favorece que el disolvente penetre mejor en la
matriz y la extraccion de los analitos sea llevada a cabo con mayor rapidez, ademas, al tener un
incremento de la temperatura por efecto de la agitacion, aumenta la solubilidad de los analitos y
aumenta su difusion en el medio. El aumento de temperatura que se produce a través de esta técnica
es minimo, por lo que es una técnica adecuada para realizar extracciones de compuestos

termolabiles.

Este tipo de extracciones se suelen llevar a cabo por etapas, para mejorar el coeficiente
de reparto en la extraccidn, posteriormente se realiza una centrifugacion de la muestra y el
extractante para mejorar la limpieza de ambas fases. Después de las extracciones sucesivas se
combinan los extractos y se acompaia de alguna etapa de limpieza (clean-up) y/o preconcentracion.
La presencia de agua en la muestra normalmente reduce el nivel de eficiencia, por lo que un

preparamiento de muestra es necesario.
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Fig. I.7. Esquema de una sonda de ultrasonidos.

Esta técnica ha sido aplicada en numerosas muestras solidas para la extraccion de PAHs
de su matriz, algunas de ellas son el pan y pan chino frito en las que se han obtenido unos datos de
recuperacion entre 108 y 117 % (Rozentale et al., 2017) o entre 72 'y 108 % (Li et al., 2016a) debido
a la gran presencia de lipidos en las muestras de pan frito que hace que la eficacia en la extraccion
se inferior. En muestras de té se ha usado también la técnica de UAE en combinacion con extraccion
en fase solida para purificar los extractos, obteniendo resultados de recuperacion entre 72y 103 %
(Lin et al., 2005).

1.2.1.4. Extraccion Soxhlet

Es una de las técnicas mas utilizada para la extraccion de compuestos que estan altamente
unidos en la matriz de la muestra, debido a que la extraccion Soxhlet se ayuda de un aumento en la

temperatura para extraer los analitos de interés.

La muestra so6lida debe ser pulverizada y colocada en un cartucho poroso, que se pondra
en la camara del extractor Soxhlet, para la extraccion se realizan una serie de destilaciones en
continuo a través de la muestra solida, enriqueciendo el disolvente con los analitos (Figura 1.8).
Esto permite que el disolvente esta en contacto con la muestra en repetidas ocasiones, y al estar a
alta temperatura la solubilidad de estos aumenta, originando una eficacia elevada en la extraccion

de los analitos.
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Fig. 1.8. Esquema de un extractor Soxhlet.

La desventaja de utilizar esta técnica reside en la necesidad de utilizar un gran volumen
de disolventes organicos para poder llevar a cabo la extraccion, el tiempo necesario para realizarla
(entre 6 y 24 horas) (Cela et al., 2003), ademas los analitos se ven sometidos a largos tiempos de
extraccion a altas temperaturas, pudiéndose dar como resultado un proceso de degradacion de los
mismos. Esta técnica, a pesar de ser exhaustiva, no es selectiva y requiere el uso de una etapa de

clean-up y preconcentracion (Ridgway et al., 2007).

En las ultimas décadas se esta utilizando la extraccion Soxhlet en combinacién con otras
técnicas como puede ser la extraccion asistida por microondas, en la que la muestra es irradiada
con este tipo de ondas para aumentar la eficacia del Soxhlet, reduciendo asi el tiempo de extraccion
o el uso de altas presiones dentro del sistema para aumentar la temperatura y la solubilidad del
disolvente, pero, como se ha mencionado antes, lo compuestos termosensibles no se podrian

obtener mediante esta técnica.

Su uso para la extraccion de PAHs de matrices alimentarias no estd muy extendido, esto
es debido probablemente a que al llegar a tan altas temperaturas podemos activar algunas reacciones
tanto de formacién como de transformacion de los PAHs, alterando los resultados finales. Liu et al.
(2001) han utilizado esta técnica de extraccion en muestras de arroz, con unos indices de
recuperacion bajos (60-85 %). Por otro lado, Essumang et al. (2012) la han aplicado en muestras

de pescado, en este caso con mejores resultados (72—-102 %).
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[.2.1.5. Extraccion liquida presurizada

La extraccion liquida presurizada (PLE), también denominada extraccion acelerada con
disolventes (ASE), es una técnica de preparacion de muestra que hace uso de la combinacion de
altas temperaturas y presiones, hasta 200 °C y 2.000 psi para extraer los analitos de matrices sélidas
de una manera mas rapida y eficiente. Esta presion y temperatura es aplicada directamente sobre
los disolventes organicos. Gracias al uso de altas presiones y temperaturas se incrementa la
solubilidad y la transferencia de materia entre las fases y se facilita la ruptura del equilibrio analito-
matriz (Cela et al., 2003). Estas altas temperaturas promueven el aumento de la movilidad de las
moléculas del disolvente, lo cual provoca una bajada en su indice de viscosidad, que unido a las
altas presiones permite que el disolvente penetre mejor en la matriz de la muestra y se realice la
extraccion de una manera mucho mas rapida, ademas de mantener en estado liquido a los

disolventes que a presion ambiente se deberian encontrar a esas temperaturas en estado gaseoso.

La aplicacion de PLE es util a la hora de extraer contaminantes organicos de muestras
tanto ambientales como de alimentos (Figura 1.9), se ha usado para la extraccion de PAHs en
diferentes tipos de matrices, asi como de bifenilos policlorados (PCBs), plaguicidas

organofosforados y carbamatos (Pitipanapong et al., 2007).

Medidor de presion
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Disolvente Bomba

Extracto

Fig. 1.9. Esquema de un sistema de PLE (Pitipanapong et al., 2007).

Hay que tener en cuenta la naturaleza del disolvente orgénico que se va a emplear para

realizar esta extraccion, asi como la de la muestra y los analitos objetos de estudio, una correcta



Tesis Dotoral

presion y temperatura y duracion de los ciclos de extraccion son determinantes para realizar

satisfactoriamente la extraccion de los analitos.

La PLE es una técnica relativamente rapida de llevar a cabo y en la que el uso de
disolventes organicos se reduce, gracias al uso de temperaturas y presion altas. El extracto que se
obtiene se puede evaporar y reconstituir para directamente realizar una determinacion

cromatografica o bien puede ser tratado para su limpieza y preconcentracion.

La técnica de PLE se ha utilizado para la extracciéon de hidrocarburos policiclicos
aromaticos de alimentos en estado solido. De esta manera, Martorell et al. (2012) llevaron a cabo
un estudio sobre todo un menu diario en la comunidad de Catalufia aplicando esta técnica con
recuperaciones de PAHs proximos al 73 %, obteniendo los peores resultados para la extraccion de
muestras de carne, pescado, aceites y productos lacteos (4,1-148 %). Por otro lado, se ha utilizado
PLE para extraer PAHs de muestras de carne, pescado y marisco, con recuperaciones entre 73 y
120 % (Duedahl-Olesen et al., 2015).

1.2.1.6. Extraccion en fase solida

La extraccion en fase solida (SPE) es una extraccion solido-liquido en la que el sélido es
un material sorbente y que se usa para retener a los analitos mientras se desecha la matriz de la
muestra o el extracto que los contiene (Ridgway et al., 2007). La SPE se puede considerar una
técnica extractiva por si misma o usarse en combinacion con otras técnicas como paso de limpieza

de muestra y preconcentracion para eliminar el efecto matriz.

Las fases que se utilizan en la SPE son similares a las utilizadas en los sistemas
cromatograficos, en este caso la fase solida es usada para retener los analitos objeto de estudio, los
cuales tras eliminar totalmente la matriz en la que estaban contenidos van a ser de nuevo liberados
y analizados mediante la técnica que corresponda (Cela et al., 2003). Todo esto se basa en la
interaccion fisicoquimica que hay entre la fase solida y la fase liquida que se pondran en contacto,
para que la técnica sea efectiva. Por ello, el material sorbente debera ser mas afin a los analitos que

la fase liquida para que cuando se le haga pasar a través de ¢él, estos queden retenidos.

Algunos de los objetivos por los cuales se utiliza esta técnica es la capacidad que posee
para preconcentrar los analitos que inicialmente estdn a nivel traza y la limpieza de la muestra
mediante la eliminacion de interferencias. Ademas, se pueden realizar fraccionamientos de la
muestra, algo similar a lo que encontramos en cromatografia de permeacion en gel, ya que en SPE
también se pueden recoger diferentes fracciones de los compuestos o grupos de ellos, aunque lo

normal es extraer solo la primera fraccion.
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El procedimiento para llevar a cabo una extraccion SPE consta de varias etapas (Figura
1.10), inicialmente hay que acondicionar el sorbente que se haya seleccionado, dejando asi
preparada la fase solida para que interactiie de mejor manera con los analitos. A continuacion, se
pasa la muestra a través del sorbente, los analitos son retenidos y la mayor parte de los interferentes
y la matriz son desechados, el sorbente se seca usando una corriente de aire u otro gas para eliminar
la mayor cantidad de residuo liquido posible y posteriormente se eluyen los analitos con un
disolvente idoneo para ellos y para el sorbente. Comercialmente hay disponibles unos cartuchos y

discos para realizar la extraccion SPE, aunque se pueden preparar en el laboratorio por el analista.
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Fig. I.10. Etapas para llevar a cabo la SPE mediante cartuchos comerciales.

Como se ha mencionado anteriormente, la seleccion de la fase sélida debe hacerse en
funcién de las propiedades fisicoquimicas que poseen tanto los analitos como los diferentes

materiales sorbentes.

Aspectos para tener en cuenta es la estabilidad quimica del material sorbente. Asi, las
silices enlazadas son estables en un intervalo de pH de 2 a 7,5, por encima de 7,5 el sustrato puede
disolverse en el medio mientras que por debajo de 2 el enlace sililéter es débil y se empiezan a
perder grupos funcionales, perdiendo propiedad de adsorcion (Cela et al., 2003). El resto de las
fases poliméricas son estables en pH 1 a 14, pero algo a tener en cuenta es la estabilidad de los
solidos en los diferentes disolventes organicos que se van a usar en las etapas de elucion y

acondicionamiento. Mientras que las silices enlazadas son quimicamente estables frente a casi todos
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los disolventes, los polimeros deben estar bien reticulados para evitar que se disuelvan o pierdan
propiedades. Por otro lado, el tamafio de particula y poro deben ser seleccionados correctamente,
el tamafio de particula suele oscilar entre los 15 y los 100 pm de didmetro, siendo irregulares para
permitir el flujo de disolventes a través de ellos. El tamafio del poro esta influenciado por el tamafio
de las moléculas a retener, normalmente se usan tamafios de poro de entre 60 y 400 A, para
moléculas de peso molecular del orden de 15.000, no reteniendo a moléculas mayores que esta, si
se necesitara retener moléculas mayores habria que usar otros sorbentes que pueden dar hasta 4.000

A de tamafio de poro.

El acondicionar el sorbente es una de las etapas mas criticas durante la realizacién de
SPE, ya que es necesaria para poder tener unos resultados reproducibles, sobre todo cuando se
trabaja con fases no polares como puede ser el RP-C18. Esta etapa consiste en pasar un volumen
de disolvente a través del material sorbente en varios pasos, dejando asi el material sorbente en las
condiciones ideales para poder retener a los analitos eficientemente y sin interferencias derivadas

de extracciones anteriores.

Una de las principales razones para la eleccion de un determinado material sorbente es la
selectividad y la capacidad que tengan de retener a los analitos diana. Es decir, la capacidad que
tienen de retener a todos los analitos presentes en una muestra, para esto hay que tener en cuenta
tanto el volumen original de la muestra a tratar como del volumen final al que deseamos llegar.
Ademas de los analitos que se desean extraer hay que tener en cuenta que parte de las interferencias
provenientes de la matriz, aunque sea una pequefia cantidad, también van a interactuar con el
material sorbente y, por tanto, reducir la capacidad de retencion, a mayor cantidad de material
sorbente requerido, mayor serd el volumen de disolventes orgdnicos que necesitamos. La
selectividad de un sorbente frente a una familia de analitos va a depender de la estructura quimica
de los mismos, la propiedad del absorbente (interaccion en fase normal, fase reversa o i6nica) y de

la composicion de la matriz de la muestra (Cela et al., 2003).

Los analitos y los diferentes adsorbentes pueden interaccionar entre ellos siguiendo tres
tipos diferentes de interacciones quimicas: interacciones en fase reversa, interacciones en fase
normal y por interacciones en fase de intercambio iénico. A continuacion, se describiran algunas

caracteristicas importantes de estos tipos de interacciones:

-~ Interaccion en fase invertida o fase reversa: Este tipo de interaccion se da entre los enlaces
C—H de los grupos funcionales del adsorbente y los enlaces C—H de los analitos mediante
fuerzas de Van der Waals o de dispersion. La interaccion en fase invertida es mas comiin

en moléculas organicas al tener la mayoria una estructura no polar, usando estas
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interacciones no polares entre adsorbente y analito para su retencion en la superficie de
materiales como el octadecilsilano o polimeros organicos con anillos bencénicos. La
extraccion en fase reversa es algo menos selectiva que las que se realizan en fase normal
o0 por intercambio i6nico. No obstante, este tipo de extraccion en fase reversa es mucho
mas efectiva a la hora de realizar separaciones de compuestos diferentes entre si o que
presentan una alta apolaridad. El sorbente mas utilizado en este tipo de extracciones es el
octadecilsilano (RP-C18). En el proceso de elucion, la presencia de un disolvente o
mezcla de ellos con caracter semi-polar o polar rompen las interacciones entre analito y

adsorbente, mejorando el proceso.

-~~~ Interaccion en fase normal. Este tipo de separacion se basa en interacciones de tipo polar
entre analito y adsorbente, estas interacciones pueden ser por puentes de hidrogeno, por
enlaces dipolo-dipolo, dipolo-dipolo inducido, enlaces m-n y demas interacciones en la
que la carga de electrones no estd distribuida de manera uniforme en la molécula,
generando zonas de carga positiva y carga negativa. La interaccion polar entre sorbente
y analito se da con mayor facilidad en presencia de un disolvente apolar, mientras que la
elucion de los analitos se lleva a cabo usando disolventes polares para poder entrar en

competicion con el sorbente por los compuestos a extraer.

-~ Interaccion en fase de intercambio idnico. En el caso de la interaccién en fase de
intercambio i6nico se da lugar entre analitos que poseen una carga eléctrica (positiva o
negativa) y los grupos cambiadores del adsorbente con carga opuesta a la del analito (Cela
etal., 2003). El pH de la muestra o del disolvente en el que inicialmente estan los analitos
va a influir en la adsorcion de estos sobre el sorbente, ya que la carga de los compuestos
se va a ver directamente afectada por el pH del medio. Para que la adsorcion sea de
manera correcta se deben cumplir dos requisitos, el primero es que tanto la muestra como
el sorbente deben encontrarse a un pH donde ambos presenten la suficiente carga como
para interactuar; y segundo, la matriz de la muestra no puede contener otras sustancias
que posean la misma carga que el analito, ya que entraria en competicion con €l y evitaria
la adsorcion sobre el material sorbente. La fuerza idnica es un factor a tener en cuenta,
mientras que una fuerza idnica baja facilita la retencion de los analitos, en cambio cuando
esta es alta la dificulta. Para la elucion de estos compuestos se utilizan disolventes que
estan cargados con una concentracion alta de iones desplazantes, el ion desplazante

ocuparia el lugar de los analitos en el material sorbente y estos serian eluidos.

Para llevar a cabo la extraccién en fase solida existen diferentes tipos de materiales
sorbentes, dependiendo de las propiedades fisicoquimicas que mejor se adapten a la muestra y a los

analitos que se deseen separar de ella.
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Las silices enlazadas estan formadas por la reaccidon de organosilados con silice activada,
generando un material sorbente basado en el enlace silil-éter. Este tipo de sorbentes pueden ser de
fase invertida o fase normal. El mas usado en la fase invertida (reversa) es el octadecilsilano (C18),
mientras que los octilsilano (C8) y etilsilano (C2) se usan en caso de tener moléculas de un alto
peso molecular, en el caso de tener analitos con anillos aromaticos se pueden usar también silices

sustituidas con grupos ciclohexilsilano (CH) y fenilo.

Los absorbentes de intercambio i6nico estdn formadas por una base de silices o base
polimérica a la que se le han afiadido los grupos funcionales necesarios para una correcta adsorcion.
Actualmente se utilizan mas los adsorbentes poliméricos, que son aquellos que estan formados por
copolimeros estireno-divinilbenceno. Estos sorbentes poliméricos tienen la ventaja de tener una
mayor estabilidad y reproducibilidad en todo el intervalo de pH (1 a 14), al ser una superficie

hidrofoba se va a aumentar la retencion de compuestos polares mediante enlaces 7-m.

El correcto funcionamiento de este tipo de sorbentes se basa en el tamaiio de particula,
area de la superficie, diametro y volumen del poro, reticulacion y distribucion de las particulas.
Algunos de los mas usados son las resinas de Amberlita XAD-2 y XAD-4, Bond Elut PPL, Oasis
HLB, Carbon grafitizado y LiChrolut EN, en la Tabla 1.5 se resumen las caracteristicas de los

materiales sorbentes mas comunes para la SPE de contaminantes.
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Tabla L.5. Caracteristicas fisicas de algunos de los materiales sorbentes mas utilizados para

extraccion de contaminantes mediante SPE.

PS-DVB 100

PS-DVB 300 20-60
PS-DVB >750 20-60
MA-DVB 450 20-60

MA-DVB 310 —

PS-DVB-OH 1000-1100 90
PS-DVB he. 1200 40-120
DVB-VP 830 50-65
DVB-VP — 30-60
PS-DVB 550 15-60

PS-DVB cm 800 —
—Si-OH — 15-35
MgSiO3 — 50-200
—Si— (CH2)3-NH2 — 45-65
—Si—(CH2)17CH3 — 40-63

aPS-DVB, poliestireno-divinilbenceno; F-PS-DVB, poliestireno-divinilbenceno con grupo
funcional; DVB-VP, divinilbenceno-vinilpirrolidona; MA-DVB, metacrilato-divinilbenceno;

he, pypercrosslinked; cm, chemically modified.

El uso de SPE para la extraccion de PAHs esta muy extendido, ya sea usada sola o en
combinacidn con otras técnicas. Por ejemplo, Ma et al (2010) han utilizado esta técnica para la
extraccion de PAHS en aguas de grifo, mar y rio, con porcentajes de recuperacion entre el 70 y el
127 %. Werres et al. (2009) aplicaron la SPE en combinacion con LLE para aguas de bebida y de
rio, obteniendo valores de recuperacion entre 66 y 100 %. En alimentos es normalmente necesario
el uso de combinacion de técnicas de extraccion. Asi por ejemplo, Draboba et al. (2012) usaron
LLE junto a la SPE para su uso sobre muestras de té, obteniendo valores de recuperacion de 73
hasta 103 %. Duedahl-Olesen et al. (2015) la combin¢ junto a PLE y GPC para la determinacion
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de PAHs en carnes ahumadas, en ellas se obtuvieron unos valores de recuperacion de entre el 73 y
el 120 %. Esta técnica se ha aplicado también para el tratamiento de muestras de aceites vegetales

(Bogusz et al., 2004) y pescados (Pizzini et al., 2016).

1.2.1.7. Microextraccion en fase solida

La técnica de microextraccion en fase sélida (SPME) se basa en el uso de fibras de silice
fundida recubiertas con un material sorbente, esta fibra estd unida a un pistén de acero inoxidable
con una aguja, el émbolo de la aguja no se usa para aspirar la muestra, sino que se encarga de hacer
salir la fibra al exterior o de volver a introducirla en el dispositivo (Camara Rica et al., 1997). Esta
técnica se utiliza debido a que muchas veces hay interacciones analito-matriz en SPE y hay una
pérdida de la recuperacion de los analitos, y para el uso directo sobre muestras sélidas, algo que no

es posible en la extraccion en fase solida.

Esta técnica tiene dos etapas fundamentales, la primera es la de extraccion de los analitos
de la muestra hacia la fibra y la posterior desorcion de los analitos para su determinacion (Lord y
Pawliszyn, 2000). La técnica de SPME surge para eliminar o reducir las limitaciones de SPE, ya
que ofrece una rapida transferencia de masa durante la extraccion y la desorcion, previene las
obstrucciones que se pueden producir en la SPE, reduce o elimina el consumo de disolventes y
facilita el manejo e introduccion directa en los instrumentos analiticos de medida (Figura 1.11).

Tiene limitaciones relacionadas con el coste y la reproducibilidad, principalmente.
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Fig. I.11. Esquema del proceso de SPME acoplada a CL o a GC; (a) inmersion directa;

(b) espacio de cabeza; (c) desorcion con disolventes; (d) desorcion térmica.

La técnica de SPME ha sido utilizada por diferentes autores para la extracciéon de PAHs
presentes en muestras de aguas y alimentos. Por ejemplo, Loh et al. (2013) han usado la SPME en
combinaciéon con UAE para la extraccion de PAHs presentes en muestras de té, obteniéndose
valores de recuperacion satisfactorios (91-107 %). Vichi et al. (2005, 2007) han utilizado la técnica
de SPME con espacio de cabeza para el analisis de aceites de oliva con recuperaciones hasta del
128 %. Cheng et al. (2013) utilizaron la SPME para el analisis de aguas de rio, con porcentajes de

recuperacion proximos al 90 %.
1.2.1.8. Extraccion por adsorcion sobre barra agitadora

La extraccion por adsorcion sobre barra agitadora (SBSE) se basa en el uso de una barra
de agitacion magnética recubierta por una capa de polidimetilsiloxano (PDMS) de entre 0,5 y 1 mm

de espesor (Kawaguchi et al., 2013). El proceso de extraccion se basa en el equilibrio PDMS-agua.
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Los recubrimientos a usar en este tipo de barras deben ser quimicamente inertes, ya que
estos polimeros van a estar en contacto continuo con oxigeno, ya sea ambiental o de las muestras,
por lo que puede ser rapidamente oxidado y dar lugar a un cambio en las propiedades poliméricas
del recubrimiento. También hay que tener en cuenta la presencia de acidos y bases, proteinas y
lipidos, estos ultimos pueden obturar la superficie del recubrimiento y evitar una correcta

extraccion.

En el proceso de extraccion (Figura 1.12) se ponen en contacto la barra agitadora junto a
la disolucion mediante inmersion. En el caso de la separacion por inmersion la barra de agitacion
recubierta se introduce en un vial junto a la muestra y se agita bajo control de las condiciones fisicas
y quimicas, después de completar el tiempo de extraccion la barra de agitacion se saca de este vial,
en esta etapa se puede limpiar usando agua destilada si el procedimiento lo requiriera, se elimina el
agua y se procederia al proceso de desorcion de la superficie del recubrimiento mediante el uso de

disolventes, cambios de temperatura, etc. (Rodriguez et al., 2013).

Fig. 1.12. Esquema del funcionamiento de la extraccion SBSE (Rodriguez et al., 2013).

El proceso de desorcion de los analitos que han quedado atrapados en la matriz polimérica
de la barra de agitacion, previo a una determinaciéon cromatografica, se puede llevar a cabo
mediante una desorcion térmica (TD) o liquida (LD) (Camino-Sanchez et al., 2014). Para la
desorcion térmica, los analitos son extraidos de la matriz mediante el aumento de la temperatura,
normalmente esto se asocia a la determinacién mediante cromatografia de gases gracias al uso de
un espacio de cabeza, que permitird introducir directamente los analitos. Si la desorcion es liquida
la barra magnética recubierta se introduce en un disolvente, o mezcla de ellos, y se llevara a cabo

la desorcién quimica de los analitos en el disolvente, en este caso hay que tener en cuenta la
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compatibilidad del disolvente tanto con los analitos como con la matriz polimérica que recubre la

barra.

El uso de SBSE para la extraccién de PAHs en alimentos se ha realizado sobre muestras
de té que han sido preparadas y encontrandose en estado liquido. Asi, Zuin et al. (2005) recurrio
posteriormente a una desorcion liquida al realizar una determinacién por cromatografia de liquidos
de alta resolucion. En cambio, Cacho et al. (2014) para el mismo tipo de muestras recurrieron a una
desorcion térmica en espacio de cabeza acoplada a un cromatografo de gases espectrometro de

masas.
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Para concluir con las técnicas de extraccion, en la Figura 1.13 se incluye los resultados de un estudio
bibliografico sobre las técnicas mas utilizadas para la extraccion de PAHs en muestras ambientales
como el agua y de alimentos. Como se puede observar, la mas aplicada es la extraccion en fase
solida, seguida de la microextraccion en fase solida y una técnica clasica como es la extraccion
liquido-liquido, aunque recientemente se estan empezando a aplicar otras técnicas, tales como la

extraccion asistida por microondas o por ultrasonidos para este tipo de analitos.

10%
5% "
39%
11%
13%

22%

=SPE =SPME =LLE - MAE =UAE =PLE

Fig. L.13. Porcentaje de aplicacion de las distintas técnicas extractivas para hidrocarburos
policiclicos aromaticos en muestras ambientales y alimentos en las publicaciones aparecida en el
periodo 2010-2017. [Fuente ScienceDirect; palabras clave: “PAHs”, “environmental samples”,
“food samples”, “solid-phase extraction” (SPE), “solid-phase microextraction” (SPME), “liquid-
liquid extraction” (LLE), “microwave assisted extraction” (MAE), “ultrasonic assisted extraction”

(UAE), “pressurized liquid extraction” (PLE)]
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1.2.1.9. Método QUEChERS

El método QuUEChERS [acrénimo inglés de Quick, Easy, Cheap, Efective, Rugged y Safe
(rdpido, facil, econdmico, eficaz, robusto y seguro)] para la preparacion de muestras presenta una
serie de caracteristicas como son el ser una técnica rapida y segura de llevar a cabo, ademas de
evitar el uso de disolventes halogenados (Schmidt et al., 2016). Este método se ha venido aplicando
con éxito sobre compuestos polares, sobre plaguicidas y andlisis de residuos. Mediante la
introduccién de buffers para el control de pH y el uso de sales de citrato se ha conseguido

implementar esta técnica para la extraccién de compuestos con distintas polaridades.

En este método se combinan dos técnicas (LLE y SPE). En la primera etapa se suele hacer
uso de disolventes como el acetonitrilo para extraccion de los compuestos de una muestra acuosa,
mientras que en la segunda etapa se suele usar un sorbente para eliminar los compuestos no
deseados y que han sido coextraidos junto a los analitos, normalmente este sorbente suele ser una

amina secundaria primaria (PSA).

Para la extraccion de PAHs mediante el uso de esta técnica los disolventes usados por
algunos autores han sido mezclas de acetona, isooctano y acetato de etilo, lo cual incrementa la
selectividad por estos analitos apolares ademas del uso de PSA para el paso de extraccion con
sorbentes, en algunos casos se usa combinacion de este junto a MgSO;, y silica gel en fase reversa
(RP-C18). Aunque se pueden obtener recuperaciones entre el 70 y 120 %, los limites de deteccion
que se asocian a esta técnica de extraccion y posterior determinacion cromatografica se encuentran
aniveles de pg Kg! o ug L (Gonzélez-Curbelo et al., 2015). Por ejemplo, el método QUEChERS
se ha aplicado sobre muestras de té en las cuales Sadowska-Rociek et al. (2014) obtuvieron valores
de desviacion relativa estandar (RSD) proximas a 20 % y Princemaille et al. (2014) consiguieron
unos valores de recuperacion entre el 52 y 82 %. Este método de preparacion de muestras también
se ha utilizado para extraer PAHs en muestras de arroz con una recuperacion entre 60 y 106 %

(Escarrone et al., 2014).
1.2.1.10. Cromatografia de permeacién en gel

La cromatografia de permeacion en gel (GPC), también se puede encontrar en la
bibliografia como cromatografia por exclusion de tamaiio (SEC) y se puede utilizar en la etapa de
preparacion de muestras de alimentos. Esta técnica se basa en la separacion de las diferentes
especies o analitos dependiendo de su tamaiio. Es una técnica aplicada en los procesos de limpieza

de extractos para compuestos de alto peso molecular.

La separacion se lleva a cabo mediante la exclusion de las moléculas por tamafio. Para

ello es fundamental la seleccion de una fase estacionaria que cumpla el requisito de tener el mismo



Tesis Dotoral

orden de tamafio que la especie a separar, estos analitos van disueltos en una fase movil junto al
resto de compuestos de los que los queremos separar, normalmente esta fase estacionaria es de
naturaleza polimérica o de silice, este proceso se encuentra representado en la Figura I.14. Entre la
fase estacionaria y la fase movil no existe ningun tipo de interaccion quimica, en este tipo de
separacion solo entra en juego el tamafio de las diferentes moléculas presentes en el extracto, la
fase moévil tiene como fin el desplazamiento de los compuestos por la columna. La eleccion de la
fase movil debe hacerse siguiendo la solubilidad que presenten los analitos, la viscosidad y la

compatibilidad con el relleno que se haya seleccionado (Rouessac et al., 2003).
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Fig. 1.14. Mecanismo de separacion mediante cromatografia de permeacion en gel.

Esta técnica se ha aplicado en combinacion con otras para el tratamiento de muestras de
carnes y pescados principalmente. Algunos autores han combinado la GPC junto a SPE para la
extraccion de PAHs en carne de bovino, ternera y salmon (Viegas et al., 2012). Otros investigadores
han usado la combinacién de MAE, SPE y GPC para extraer PAHs de carnes y salchichas ahumadas
procedentes de Italia (Purcaro et al., 2009). O bien la combinaciéon de PLE, GPC y SPE para la

extraccion de este tipo de contaminantes en carne asada en barbacoas (Duedahl-Olesen et al., 2015).
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Por otra parte, Ballesteros et al. (2006) han combinado la LLE y GPC para la extraccién de PAHs
y plaguicidas en diferentes tipos de aceites de oliva, consiguiendo unos resultados de precision y
exactitud satisfactorios (RSD: 3—7.8%; recuperacion: 84—110%).

1.2.2 Sistemas continuos de analisis para la preparacion de muestra

En las dos ultimas décadas, las tendencias del area de la Quimica Analitica es el desarrollo
de metodologias con las que se consiga una selectividad y sensibilidad satisfactorias en tiempos
reducidos de andlisis y con un consumo reducido tanto de muestras como de reactivos, que sean

compatibles con la Quimica Verde (De la Guardia y Garrigues, 2012).

Para cubrir todos estos requisitos se han aplicado la simplificacion, miniaturizacion y
automatizacion en los procedimientos analiticos con el fin de reducir la intervencion del analista,
disminuir los tiempos de analisis y usar las minimas cantidades de muestras y reactivos. Estas tres
tendencias no se trabajan de manera aislada, sino que van relacionadas intimamente entre ellas, sin

una no se puede dar el resto de ellas (Figura 1.15).

Cuando un método manual se transforma en un método automatico casi siempre implica
cierto grado, en mayor o menor medida, de miniaturizacion y simplificacion (Valcarcel y Cardenas,
2000). La simplificacion de un proceso casi siempre requiere el uso de médulos y, por consiguiente,
la reduccion de la intervencion del analista durante este proceso, siendo esto una miniaturizacion y

una automatizacion del analisis.

Miniaturizacion

Fig. I.15. Las tres tendencias en Quimica Analitica trabajan de forma directa entre ellas, sin la

presencia de una de estas tendencias las otras no son posibles.
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Los métodos de analisis automaticos se han desarrollado debido al elevado niimero de
muestras que se tienen que analizar en la mayoria de los casos en los laboratorios y a la necesidad
de la minima involucracién del analista (Cerda, 2006). Un método totalmente automatizado es
dificil de implementar, ya que los pretratamientos de muestras suelen ser etapas sistematicas que
requieren de la intervencion humana. La automatizacién en los procesos analiticos surge como
consecuencia de la creciente necesidad que existe en areas como salud, Medio Ambiente o
alimentacion, de incrementar la capacidad para llevar a cabo un gran nimero de controles analiticos
eficaces que permitan obtener resultados mas precisos, especificos y con mayor rendimiento. Los
objetivos de la automatizacion en Quimica Analitica deben ser coherentes, por una parte, con sus
fines y objetivos y, por otra, con las ventajas estratégicas generales que implica la sustitucion de la

participacion humana en los procesos de una organizacion:

Procesado de alto nlimero de muestras

Aumento de la frecuencia de muestreo

Mayor sensibilidad y selectividad

Reduccion del consumo de muestra y reactivos
Reduccion de errores y aumento de la rentabilidad

Seguridad del personal y medioambiental

® @ P @ @ @ @

Validacion de técnicas o metodologias

Todo esto hace que la automatizacion en el ambito de la Quimica Analitica sea
importante, teniendo un impacto directo sobre los ensayos analiticos en cuanto a la reduccion de
costes por el uso de materiales y tiempo, ademds de reducir la implicacion del analista en los

procesos, aumentando la productividad y reduciendo el posible impacto de errores humanos.

Skeegs implement6 en 1957 lo que se conoce como el analisis en flujo segmentado (SFA)
como respuesta al aumento de ensayos que habia que realizar en los laboratorios y que requerian
de cada vez mayor numero de personas implicados en ellos. Esta fue la primera técnica de flujo
aceptada universalmente (Cerda, 2006). Estos sistemas fueron una solucién mecanica al proceso de
automatizacion en los métodos analiticos. En los sistemas de flujo se pueden distinguir dos
clasificaciones respecto a la forma de introduccién de muestra y a la introduccion de burbujas: flujo

segmentado y flujo no segmentado.

Los sistemas de flujo segmentado introducen las muestras de manera secuencial, siendo
aspiradas y espaciadas entre si por burbujas de aire para evitar el carry-over entre muestras y
reactivos, limpiando las paredes de los conductos. El sistema de andlisis en flujo segmentado se
basa en la utilizacién de una bomba peristaltica, la cual aspira la muestra y los reactivos, unos

conductos (tubos) de pléstico a través estas muestras y reactivos viajan y un detector. Las muestras
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son segmentadas inyectando burbujas de aire que deben eliminarse antes de pasar al detector, estas
burbujas evitan la contaminacion cruzada entre muestras, compactan la muestra en los conductos
evitando que se expanda y generan un flujo turbulento que homogeniza la muestra y los reactivos.
Los inconvenientes de la SFA es la compresion que generan estas burbujas, y la necesidad de
eliminarlas antes de la deteccion, también disminuye la eficacia en las etapas de separacion y la

miniaturizacioén del método.

Los sistemas de flujo no segmentado no presentan burbujas de aire en el sistema, las
muestras son introducidas de manera secuencial en el analizador mediante inyeccion o por corriente
de un portador. La técnica mas aplicada actualmente es el andlisis por inyeccion en flujo (FIA).
Aparentemente es una técnica similar al analisis en flujo segmentado, pero diferente tanto en la
préctica como en los resultados que se obtienen de ella. Los componentes basicos son similares a
los de SFA, una bomba peristaltica que mueve tanto reactivos como muestras y una serie de
conducciones que nos llevan hacia un detector. La diferencia es que en este caso una alicuota de la
muestra es aspirada (a volumen constante) y llevada a través de valvulas de inyeccion, haciéndola
confluir con los diferentes reactivos necesarios para el método analitico (Cerda, 2006). Las
longitudes, velocidades y tamafios de las diferentes partes de estos sistemas se fijan atendiendo a

las necesidades del método y de la muestra.

En esta técnica se usan flujos laminares, eliminando el peligro de contaminar una muestra
con otra. El FIA es una técnica muy versétil que permite la aplicacion de diferentes metodologias,
tiene una facilidad relativa de implementacion, ya que cada uno puede construir su propio sistema

y que va a adaptarse a los problemas que deseen resolver.

Una de las etapas que mas se han automatizado en los procesos analiticos gracias a FIA
es la preparacion de muestra. Se han desarrollado multitud de sistemas continuos con el fin de
reducir la intervencion humana, tiempos de andlisis y consumo de reactivo y muestras. Esto ademas

repercute en un aumento de precision y exactitud en las metodologias.

Algunos autores han desarrollado sistemas continuos para la extraccién en fase sélida
mediante la inclusion de una columna rellena de material sorbente en el bucle de una valvula de
inyeccion, con ello realizan una preconcentracién y eliminacion de interferencias en la
determinacion de compuestos organicos en multitud de muestras. Jurado-Sanchez et al. (2014)
utilizaron este tipo de montaje para la SPE de 4cidos perfluoroalquilos de muestras de orina. Para
ello, estos investigadores emplearon una columna empaquetada de LiChrolut EN como sorbente, y
llevaron a cabo la determinacion mediante cromatografia de gases acoplada a un espectrometro de
masas (GC-MS). Estos sistemas también han sido utilizados para la extraccién de hormonas y

productos farmacéuticos en diferentes tipos de muestras de aguas (grifo, piscina, pozo, rio, pantano
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y aguas de desecho) (Azzouz et al., 2010).). En este caso se ha empleado una columna rellena del
sorbente Oasis HLB y la determinacion de estos contaminantes se ha llevado a cabo mediante GC-
MS. En la Figura 1.15 se puede observar un esquema del sistema continuo utilizado para la

extraccion de estos tipos de analitos en aguas.

Derivatizing
reagent
(BSTFA+1%TMCS)

Oasis HLB N,
Pump Column
(mL min-1) v to GC-MS

_-
Water | 4.0 / V]
sample \
Waste
Air 4.0

Eluent
(ethyl acetate + IS)

400 pL

Fig. I.15. Esquema del sistema continuo para la determinacién de productos farmacéuticos y

hormonas en muestras de agua (Azzouz et al., 2010).

La miniaturizacion en Quimica Analitica es una importante area de trabajo y desarrollo
que permite la consecucion de diversos objetivos, estos objetivos se han clasificado normalmente
en tres grandes grupos: genéricos, basicos y especificos, siguiendo ademads ese orden jerarquico, un
objetivo especifico se engloba dentro de uno bésico que finalmente contribuye a alcanzar uno

general.

Estos objetivos que se pretenden conseguir para la miniaturizacion en los procesos
analiticos comprenden multitud de facetas. El muestreo estd directamente implicado en la
miniaturizacion, la posibilidad de trabajar con micromuestras o la capacidad de monitorizar en linea
evitando el muestreo son ejemplos de esta miniaturizacion (Figura 1.16). Los equipos también han
sufrido un proceso de miniaturizacion, reduciendo el espacio que ocupan y otorgando la posibilidad

de ser transportados a la zona de trabajo de campo, mejorando una de las propiedades analiticas
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complementarias, la rapidez, ademas de una reduccion de costes. Por tltimo, los analistas también

se ven beneficiados de esta miniaturizacién reduciendo su implicacion en el proceso analitico,

ademads de una reduccion en el uso y exposicion de estos a residuos toxicos (Valcéarcel y Cardenas,

2000).

CONTRIBUCION ALA
AUTOMATIZACION Y

MEJORAR
PROCESOS
YA DESCRITOS

SIMPLIFICACION
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PROBLEATICAS
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MINIATURIZACION

EN QUIMICA ANALITICA

MENOR
CONSUMO
DE ENERGIA

MICRO Y NANO
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CONSUMO
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PERCIO |
FABRICACION
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LA GENERACION
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TOXICOS

Fig. 1.16. Objetivos genéricos (A), basicos (B) y especificos (C) que pueden alcanzarse al

miniaturizar herramientas y procesos analiticos.
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I.3 Técnicas para la determinacion de hidrocarburos

policiclicos aromaticos en aguas y alimentos

En este apartado se van a describir las principales técnicas analiticas utilizadas para la
determinacion de PAHs en aguas y alimentos, entre las que se incluyen las técnicas
cromatograficas, la espectrometria de masas y su acoplamiento. Finalmente, se trataran algunas de
las otras técnicas que también se han utilizado hasta la fecha para la determinacion de PAHs en

estos tipos de matrices.

1.3.1 Técnicas Cromatograficas

En esta parte de la Memoria se incluyen los aspectos mas relevantes de las técnicas de cromatografia
de gases (GC) y de cromatografia liquida de alta eficacia (HPLC) y su aplicacién para la

determinacion de PAHs en muestras de agua y de alimentos.
[.3.1.1 Cromatografia de gases

La cromatografia de gases es el método de eleccion para la separacion de las sustancias
volatiles y térmicamente estables (Cela et al., 2003). Es una técnica de las mas versatiles y potentes

en el laboratorio analitico, proporcionando una alta resolucion y sensibilidad

El mayor inconveniente de la cromatografia de gases lo encontramos en la temperatura
de trabajo, la mayoria de columnas de separacion cromatogréafica trabajan en un intervalo de
temperaturas maximas de entre 350 y 400 °C, esto limita los solutos que se pueden volatilizar
eficazmente a pesos moleculares por debajo de 1.000. Como respuesta a esta problematica se aplica
la derivatizacion a las sustancias objeto de estudio, para reducir el punto de ebullicién de estas

especies o hacerlas térmicamente estables.

La separacion en GC se lleva a cabo principalmente basado en dos principios: adsorcion
y particion cromatografica. En la cromatografia de adsorcion, la separacion se obtiene cuando los
analitos tienen diferente afinidad por una fase solida estacionaria, en la cromatografia de particion
la fase estacionaria es un liquido no volatil y la separacion se obtiene si los analitos tienen una

diferente distribucion entre la fase movil y estacionaria (Figura 1.16).
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La fase movil normalmente es un gas que se encarga de transportar los analitos a través
de la columna cromatogréfica, el gas se comporta de manera inerte frente a los analitos y no
interviene en la separacion cromatografica. El gas que se use debe ser de la mayor pureza posible
y evitando la presencia de trazas de oxigeno, agua e hidrocarburos (Lundanes et al., 2014), siendo
ademas un criterio de seleccion del gas portador su compatibilidad con el detector y el coste que

conlleva.

Jeringa Electrodo

colector
‘ Amplificador
de sefial
Trampa de oxigeno ? [

Registro ‘

Manémetros

Gases de llama

Inyector }1=—|

Columna

Tratamiento
de datos

Gas de apoyo
Horno

Bala gas portador

Fig. I.16. Esquema de un cromatografo de gases.

[.3.1.1.1 Columna cromatografica

Las separaciones en GC se pueden llevar a cabo en columnas empaquetadas o capilares.
La separacion dentro de estas columnas se va a llevar por medio de diferencias de selectividad entre
la fase estacionaria y los analitos, actualmente se dispone de una amplia gama comercial que adapta

los materiales de la fase estacionaria en funcion de las caracteristicas de los compuestos a separar.
' Columnas empaquetadas o cerradas

Este tipo de columna se construye en el propio laboratorio utilizando tubos de materiales
como son el cobre, acero inoxidable, aluminio y vidrio. Estos conductos tienen unas dimensiones
de entre 2 y 5 milimetros de didmetro interno y una longitud de entre 30 cm y 5 metros. En su

interior se depositara la fase estacionaria junto a un soporte sélido (Cela et al., 2003).
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' d Columnas capilares o abiertas

En el caso de las columnas capilares los materiales usados para su construccion son tubos
de silice fundida o vidrio de borosilicato, siendo las primeras las mas utilizadas. Actualmente se
distribuyen tres tipos diferentes de columnas capilares: la columna capilar de paredes impregnadas

(WCOT), columnas capilares con soporte impregnado (SCOT) o de capa porosa (PLOT).

Las columnas WCOT con las mas utilizadas, este tipo de columna la fase estacionaria es
un liquido que ha sido recubierto como una fina capa (normalmente de espesor 0,25 micras) en la
cara interna de la columna cromatografica, estan fabricadas a partir de silice pura a la que se le ha
eliminado cualquier resto metalico, debido a que la columna en si es fragil se suele aplicar un
recubrimiento de poliimida, lo cual permite que se enrolle sin ser dafiada, gracias a la reactividad
que poseen, flexibilidad y resistencia son las mas utilizadas, se suelen aplicar para cromatografia

de particion.

Las columnas del tipo PLOT contienen una capa porosa sobre la cara interior de la
columna y se usa para cromatografia de gases por adsorcion, donde la capa porosa actia como fase
estacionaria. Las de tipo SCOT poseen una fase liquida estacionaria que ha sido aplicada sobre una
capa porosa, la ventaja del tipo SCOT sobre la WCOT es su mayor capacidad de separacion en una

muestra, pero tiene menor eficiencia.

La fijacion de la fase estacionaria a la columna debe de ser estable térmicamente y
quimicamente y ésta debe de ser de baja volatilidad. Algunos de los materiales mas utilizados como
fase estacionaria en este tipo de columnas son el polidimetilsiloxano para compuestos de poca
polaridad, el poli(fenilmetildifenil)siloxano para ésteres metilicos de acidos grasos, compuestos
halogenados y PAHs, poli(fenilmetil)siloxano para plaguicidas, glicoles, esteroides y

polietilenglicol para compuestos polares, alcoholes y aceites esenciales (Cela et al., 2003).

Mediante el entrecruzados de los polimeros en la fase estacionaria de la columna se evita
que el material de empaquetamiento se pierda por el aumento de temperatura y arrastre del gas

portador durante el andlisis cromatografico.

[.3.1.1.2 Control de la temperatura en el horno cromatografico

La temperatura del horno cromatografico se debe de controlar con precision mediante el
software y hardware asociados al equipo cromatografico y debe de coincidir con la temperatura real
de la columna cromatografica (Dabrio, 2000). El flujo del gas portador que pasa a través de la

columna y que se encarga de llevar a los analitos serd variable debido al cambio de temperatura y,
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por consecuencia, de su viscosidad, aunque el mayor cambio sobre la retencion de los analitos en

la columna viene dado por el volumen de retencion de esta.

En el caso de haber hecho una correcta seleccion de la columna y esta posea una buena
selectividad sobre los analitos a separar, la elucion se llevara a cabo por orden en funcién de los
puntos de ebullicion de los diferentes compuestos. En cromatografia de gases se puede trabajar de
manera isocratica (temperatura constante) o mediante rampas de temperatura, lo cual ayuda a
reducir los tiempos de analisis. El uso de una temperatura constante en cromatografia de gases
requiere que la muestra no posea un gran niumero de analitos a determinar y que no posean unas
temperaturas de ebullicion similares, lo cual se da con compuestos de la misma familia, ya que
presentarian problemas de coelucion, por esto y el mayor tiempo de andlisis que se consume lo mas

aplicado es la cromatografia de gases con rampas de temperaturas programadas.

La programacion de temperaturas permite variar la temperatura del horno cromatografico
a lo largo de analisis en funcion del tiempo. Esta variacion de temperatura hace que los factores de
retencion de los analitos que circulan a través de la columna varien, al utilizar este tipo de programas
de temperatura mejoramos la resolucion de los picos del cromatograma resultante, en este caso
suelen ser mas altos y estrechos que si se realizaran con un programa de temperatura constante,
evitando asi casos de solapamiento entre picos de diferentes analitos y, por tanto, aumentando la

eficacia en la separacion.

1.3.1.1.3 Detectores

El detector es el sistema que se encarga de poner de manifiesto la presencia o no de
analitos en una muestra. Un detector universal es aquel que responde a todos los compuestos
mientras que un detector sera selectivo cuando responda a menos familias de compuestos. Los
detectores se pueden clasificar dependiendo de su fundamento fisico en varios grupos: de
conductividad térmica, ionizacion, electroquimicos y espectroscopicos (Dabrio, 2000). El detector

debe ser calentado para evitar la condensacion de los componentes eluidos de la columna.

Los detectores basados en la conductividad térmica utilizan filamentos para la deteccion
de los analitos, dando sefial cuando un analito pasa a través de ¢€l, lo que se mide en este caso es la
disipacion de calor cuando estos lo atraviesan, pero debido a su poca sensibilidad y selectividad

estan en desuso.

Los detectores ionicos se ayudan de la energia térmica, quimica, electromagnética o
radioactiva para ionizar los analitos, la respuesta que dan este tipo de detectores se basa en su

capacidad de ionizar los compuestos diana, entre estos detectores tenemos los detectores de
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ionizacion en llama (FID), detectores termoidnicos (TID, NPD), detectores de captura de electrones

(ECD) y detectores de fotoionizacion (PID) y espectrometria de masas (MS).

Para la deteccion de hidrocarburos policiclicos aromaticos mediante cromatografia de
gases se ha utilizado fundamentalmente el detector tipo FID, debido a la estructura de estos
compuestos estos detectores no presentan una sensibilidad suficiente como para poder arrojar datos
con validez suficiente. En los tultimos afios el detector preferido para los investigadores es la

espectrometria de masas, que en un posterior apartado se comentara.

El detector de ionizacion de llama (FID) es uno de los detectores mas utilizados en GC,
el detector consiste en una zona calentada (300-350 °C), donde llegan los analitos normalmente
portados por una corriente de hidrogeno (H,) (Lundanes et al., 2014). En este tipo de detector la
respuesta a la presencia de analitos se produce por la combustion de estos en una llama en presencia
de aire y oxigeno, esta llama se encuentra bajo una diferencia de potencial de entre 100 y 300 V
(Figura1.17). Al llegar los analitos a esta llama y producirse la combustion se genera una diferencia
en el potencial y en la cantidad de corriente, que es registrado por el detector que hay sobre la llama,
generando una respuesta en funcion de la composicion de los analitos, a mayor nimero de enlaces
C-H o de oxigeno la respuesta serd mayor. Este detector presenta una alta estabilidad y sensibilidad,

la masa minima detectable se sittia en torno a los 0,01-0,1 ng, con un intervalo dindmico de 107.

l ﬁ Registro de seiial y
Cromatograma

Aire Hidrégeno

Fig. I.17. Detector tipo FID.

La aplicacion de la cromatografia de gases con detector tipo FID no estd muy extendida,

algunos autores han utilizado esta técnica para la determinacion de PAHs en muestras de aguas
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residuales y té. Asi, para muestras de aguas residuales se han utilizado las técnicas de extraccion
MAE y SPME y la GC-FID, obteniéndose unos limites de deteccion (LOD) entre 0,03y 1 ng L'y
una RSD que oscilaba entre 5 y 13 % (Wei et al. (2007). En el caso de las muestras de té, Singh et
al. (2011) aplicaron la extraccion asistida con ultrasonidos previa a la determinacion por GC-MS,

obteniendo unos valores de RSD de 12 %.

En la Tabla 1.6 se recogen algunos de los métodos mas recientes para la determinacion
de PAHs en muestras de agua y alimentos y estan basado en el uso de la GC. En esta Tabla ademas
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 1.6. Métodos para la determinacion de PAHs en muestras de agua y alimentos basados en

la cromatografia de gases.

RSD: <28%
R: 19-118% Barco-Bonilla et
SPE G LOD:0.002-0.01 al., 2011
pgl’!
R: 90%
SPME GC-MS LOD: 093608l | ¢y eral, 2013
r: 0.990
R:72-98.8%
12: 0.996
LLE (?CP ]R/?s RSD: 0.57-1.14 % Delg;gg:‘ ge
: LOD: 23.4-224 ng
L»l
GC-MS
GpC HPLC R: 65-90% Fernandes ct al,
1999
GC
LOD: 2.0-8.5 ng
SPE GC-MS Lt Ma et al., 2010
R: 74-122%
12:0.98
R: 88.2-102 % Montuori et al.,
SIHE CICLIE LODs: 0.01-0.1 ng 2012
L»l
SPE GC-MS R:89-113% Qin ctal, 2013
R: 79.1-120.5 % .
SPE GC-MS LR 160y | e rilneel,
- 2015
R>95%
RSD: 2-8 % .
SPE GC-MS LOQ: 0.5-23 ng L- Siemers et al., 2015
1
RSD: 5-13%
MAE + SPME s R: 88-103% Wei et al., 2007
LOD:0.03-1 pgL-!
RSD: 1.8-9.6 %
LLE + SPE GC-MS R: 66-100% Werres et al., 2009
R: 79-111%
LOD: 0.07-1.1 ng
SPE GC-MS o RSD.5. | Zhangetal., 2004
20%
R: 89-113%
12:0.99 .
SPE GC-MS LOD: 0.02-0.08 ng Zhi et al., 2015
L»l
SLE HPLC LOD: 1-6.8 ug Ke' De Lima et al.,
GeMs RSD: 2.6-15.5% 2017
LS A0 Escarrone et al
QuEChERS GC-MS LOQ: 1-5 pg Kg'! o
RSD < 20%
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LOD: 0.005-0.36

Pan chino frito UAE GC-MS pg Kg'! Lietal., 2016b
R: 72-108%
R: 60-85%
LOQ: 0.0009- .
Arroz Soxhlet GC-MS 0.0004 pg Kg'! Liu et al., 2001
RSD: 29%
. aq LOD: 0.3-1.5ng g!
cows | roTsy
v RSD < 15%
LOD: 0.002 - 0.006
pg Kg'!
Cereales UAE CéCC—ﬁIS{/I\I}/ISS R: Rozmggllf;et al,
108-117 % (MS)
92-103% (HRMS)
Bebidas
Té HDSE GC-MS LOD: 11-26 ng L! Cacho et al., 2014
L0Q:0.05-02 pg
Té LLE+SPE GCxGC-TOFMS | kg!, RSD: 2-9% Dravgg*l‘;t s
R: 73-103%

Té Extraccion Soxhlet GC-MS Fiedler et al., 2002
Grano de café SLE GC RSD: 0.9-9.3% Grover et al., 2013
Humo liquido LLE + SPE GC-MS Guillén et al., 2000

LOD: 0.05-0.10 pg
Licores SPE GC-MS L Ma‘"’hzagf . al,
R:10%
Café LLE + SPE GC-MS }OD: 0.7-6.3ng L Orec;}(l)l(())get al.,
% Saponificacion + . o Orecchio et al.,
Café LLE GC-MS RSD: 4 - 16% 5009
8 (U Pincemaille et al
Té y hoja de té QuEchers GC-MS/MS RSD: 4-10% 2014 ”
R: 53-82%
Hoja y corteza de R: 70-130%
pino MAE + UAE GC-MS LOD<0.2ng g Ratola et al., 2009
Destilados de cafia GC-MS oo
de azficar LLE + SPE HPLC Riachi et al., 2014
R: 75-113%
RSD < 15% Robles-Molina et
Refrescos SPME GC-MS/MS LOD: 0.1-180 ng al., 2011
L-l
12: 0.99 .
Té QuEchers GC-MS LOQ: <0.9 ng Kg'! Sad;ﬁkzggl":wk
RSD <20% B
Té UAE GC-FID Singh et al., 2011
Carne y Pescado
LOD: 0.1-1 ng Kg
Alimentos Digestion alcalina GC-MS L Alomirah et al.,
ahumados + GPC : RSD <20 % 2011
R>85%
Digestion alcalina }OD: e Bandowe et al.,
Pescado +GPC GC-MS 2014
R: 108172 %
Ternera, cerdo, ]Iz(g)]? o Duedahl-Olesen et
;::)]:l,ol; co;:lerlzo, PLE + GPC + SPE GC-MS RSD <23 % al, 2015
salmén y isco R:73-120%
LOD: 0.1-1.3 pg
Kg! Duedahl-Olesen et
Carne barbacoa PLE + GPC + SPE GC-MS RSD <23 % al,, 2015
R:73-120%
LLOIRE (AT Essumang et al
Pescado ahumado Soxhlet + GPC GC-MS Kg! & 2

R:72-102 %

2012
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LOD: 0.11-0.43 ng
g-1 Ghasemzadeh et al,
MAE + MSPD GE-MS RSD: 2.8-9% 2012
R: 81.2-105.5%
LOD: 0.15-0.3 ng
g! Kamankesh et al.,
MAE + MSPD GC-MS RSD <9 % 2015
R: 85-100 %
LOD: 0.05 ng mL"! Ledesma et al.,
UAE +GPC GC-MS R:98-102 % 2015
LOD: 0.025-13 nug
ASE GC-MS Kg'! Martorell, 2010
R:4.1-1477%
LOD: Nwarchi et al.,
SLE GC-FID RSD % 2016
RSD: 8.6-17.9%
PLE + SPE GC-MS LOQ: 0.2-15 pg Pizzini et al, 2016
R:62%
L . LOD: 4-6 pg Kg'!
Dlgesfr“’G“P“écalma GC-MS RSD: 5.08 % Snyder et al., 2014
R:20.19 %
Digestion alcalina GC-MS IIZCg)ll) IR0 0 Wretling et al.,
+ GPC + SPE R-70 % 2010
RL: 0.3-200 pg kg
L Ballesteros et al.,
LLE-GPC CC-MS/MS RSD: 3-7.8% 2006
R:84-110%.
LOD:
GC-MS:1 ng g'!
GC-MS N
SPE HPLC-FLD IL?LC-FLD. 0.5ng | Boguszetal., 2004
R >80%
LOQ: 0.17-0.37 pg
Kg!
SPME GC-MS R:0.3-14% Purcaro et al., 2013
RL: 0.1-7.92 png
Kg!
R: 74-128%
HS-SPME GC-MS RSD <10% Vichi S et al., 2005
LODs: 1 pg Kg!
RSD: 2.9-15.8 %
HS-SPME GC-MS LOD: 0.2-1.0 pg Vichi S et al., 2007
Kg!
LLE + SPE GC-MS RSD: 3.34-8.89 % Wuy Yu., 2012
LOQ: 0.02-2.6 pg
Kg! Yebra-Pimentel et
UAE-LLE-SPE GC-MS R: 98-120% al., 2014,
RSD:0.3-13%
R:70-110.8%
LLE GC-MS/MS RSD: 2.1-10.2% Zhou et al., 2016
LOD:0.1-1 pg Kg!

2 MAE: extraccion asistida con microondas, LLE: extraccion liquido-liquido, SPE: extraccion en fase solida, SPME:
microextraccion en fase sélida, UAE: extraccion asistida por ultrasonidos, SLE: extraccion solido-liquido, HDSE:
extraccion por hidrodestilacion, MSPD: extraccion por dispersion en fase solida, GPC: separacion por permeacion de
geles, PLE: extraccion por liquidos presurizados.

b LOD: limite de deteccién, LOQ: limite de cuantificacién, r: coeficiente de correlacion, RSD: desviacion estandar

relativa, R: recuperacion; RL: intervalo lineal.
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1.3.1.2 Cromatografia liquida de alta eficacia

La cromatografia liquida de alta eficacia comprende todas las técnicas cromatograficas
en las que la fase moévil es un liquido y la fase estacionaria se encuentra en una columna (Dabrio,
2000). La fase movil es un disolvente que contiene a la muestra en una forma de mezcla de solutos.
La interaccion fase movil-soluto tiene una alta importancia en la cromatografia de liquidos, la gran
facilidad para cambiar la naturaleza de la fase movil hace que esta técnica sea muy versatil y

aumenta la selectividad al poder utilizar soluciones que se adectien a los analitos en cuestion.

La clasificacion de los diferentes tipos de HPLC se realiza en funcion de del mecanismo
de separacion que se aplique, a la naturaleza de su fase estacionaria (Skoog et al., 2017), éstas son
en fase inversa, intercambio idnico, pares idnicos y exclusion molecular dependiendo de la

interaccion fisicoquimica que se dé lugar entre analitos y fase estacionaria.

1.3.1.2.1 Fase inversa

Los materiales de fase reversa reciben este nombre debido a que la elucion se produce en
orden aproximadamente inverso a si realizdramos una cromatografia de adsorcion con materiales
polares. Esto significa que los analitos no polares estan mas retenidos que los analitos polares dentro
de una fase estacionaria no polar. Los empaquetamientos en fase reversa suelen utilizar fases
moviles acuosas tamponadas (con una pequefia parte de disolvente organico miscible), pero se
pueden utilizar fases mdviles organicas para determinadas moléculas hidrofobicas como son los
lipidos. Normalmente estas mezclas suelen ser acetonitrilo-agua o metanol-agua con un buffer para
el control del pH (Lundanes et al., 2014). Este tipo de fase es de las mas usadas en la actualidad ya
que presentan una gran estabilidad, son reproducibles y de pequefio tamailo de particula, lo cual
permite una alta velocidad de transferencia de materia. Las mas comunes son las basadas en silice
con funcionalidad alquilo, C8 y C18, aunque también se dispone de fases poliméricas y

oligoméricas.

13.1.2.2 Intercambio 16nico

La cromatografia de intercambio i6nico se basa en el intercambio reversible de especies
cargadas entre una disolucion y un sélido. Existen una serie de grupos ionizables permanentes en
la superficie de la fase estacionaria, en ausencia de solutos estos grupos se bloquean por un
contraion que estard presente en la fase movil a una concentracion constante. Este contraion es el
que participa en el intercambio i6nico con los analitos cuando estos aparecen. En funcion de si la
ionizacion es permanente o se puede modificar tenemos los intercambiadores fuertes o débiles, los

primeros no veran modificada su capacidad intercambiadora a pesar de que el pH sufra
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modificaciones, mientras que los segundos pierden o ganan capacidad de intercambio conforme el

pH se modifica.

La mayor o menor selectividad que proporcionan las columnas en este tipo de técnica
cromatografica depende de la concentracion de iones presente en la fase movil y del pH que se haya
ajustado mediante la adiciéon de un tampon, la variacion en la fase mévil de los iones hace que
aumente o disminuya la retencion de los analitos en la fase estacionaria. La modificacion del pH
ayuda a una mayor o menor ionizacién de los analitos en la muestra, por tanto, afectara directamente
a la mayor o menor retencion. Las fases estacionarias para este tipo de cromatografia se dividen en
intercambiadores aniodnicos y catidnicos, a su vez estos se subdividen en débiles o fuertes en funcion
del tipo de ionizacién que provean, como se ha mencionado anteriormente. Los intercambiadores
cationicos fuertes suelen estar formados por grupos sulfénicos y los débiles por grupos carboxilatos.
En el caso de los intercambiadores anionicos fuertes tenemos sales de amonio cuaternarias y, para

los intercambiadores anidnicos débiles, aminas primarias.

1.3.1.2.3 Pares i6nicos

Este tipo de separacion cromatografica se lleva a cabo en columnas de fase reversa, la
fase movil se presenta como un tampdn acuoso con un modificador que contiene un contraion de
carga opuesta a los analitos. La naturaleza y la concentracion de este contraidn, la fuerza idnica de
la fase movil y el pH van a determinar los parametros de retencion de los analitos sobre el material

de empaquetamiento de la columna.

La formacion del par idnico se ve influenciada por todos los factores anteriores, y estos
influirdn mas o menos en funcioén de si se produce en la fase movil o en la estacionaria. Cuando el
par idnico se produce en la fase movil la retencion pasa a depender de la superficie idnica del
contraion y de la carga del soluto, pero no de su tamafio (Cela et al., 2003). La sal afiadida hacer
que aumente la fuerza iénica y por consecuencia la competencia entre el analito y la sal por unirse
a los contraiones, aumentando la tension superficial por aumento de concentracion de sales. El pH
es otro valor para tener en cuenta, a mayor ionizacion por efecto de pH mayor formacién de pares

i6nicos y mayor retencion en la fase estacionaria.

13.1.24 Exclusion molecular

La cromatografia por exclusiéon de tamafio (SEC) se basa en la separacién de
macromoléculas en materiales porosos con un determinado tamaiio de poro (Lundanes et al., 2014).
La fase movil en este tipo de cromatografia suele ser acuosa y los analitos son normalmente

proteinas. Cuando tenemos una fase mévil con naturaleza orgénica y fases estacionarias poliméricas
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hablamos de cromatografia de permeacion en gel (GPC), la cual se ha tratado anteriormente en este

trabajo.

Actualmente los materiales mas utilizados para la SEC son materiales basados en silice o
poliestirenos con una gran variedad de tamafio de poro, desde los 6 hasta los 100 mm, la eleccién
de un poro adecuado proporcionara una mejor o peor separacion cromatografica. Hay que tener en
cuenta también la geometria de las moléculas a separar. En este caso no se realiza una separacion
selectiva de analitos respecto a la matriz que los porta, sino que se realiza una separacién en

fracciones en funcion del tamafio de la molécula.

1.3.1.2.5 Detectores

En la técnica de HPLC tradicionalmente se han utilizado dos tipos de detector, de
fluorescencia (FLD) y el detector de absorbancia ultravioleta-visible (UV-Vis). La eleccion entre
uno u otro va a depender de variables que afectan a la respuesta de los analitos: ruido, deriva, zona
lineal, selectividad, sensibilidad, etc. Ademas de tener en cuenta la naturaleza de los analitos y las
necesidades que se tengan. Actualmente, se estd utilizando con mucha frecuencia el detector de
espectrometria de masas acoplado al cromatografo de liquidos. Este tipo de detector se tratara en

un apartado posterior.

N Detector ultravioleta-visible

En los detectores UV-Vis un haz de luz producido por una lampara se hace pasar por una
serie de rendijas, este haz de luz es a su vez separado en haces de varias longitudes de onda
diferentes en un monocromador, estos haces son filtrados y seleccionados, sélo las longitudes de
onda elegidas se haran incidir sobre la muestra. Tras llegar a la muestra se produce una sefial que

recibird la célula del detector (Figura 1.18).
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Fotomultiplicador

\ Célula de flujo

Espejo plano
Lampara

Rendijas

Fig. I.18. Esquema de un detector UV-Vis de un simple haz.

Actualmente se utilizan lamparas que nos ofrecen un intervalo de longitudes de onda mas
amplio, lo cual posibilita a través del uso de filtros la eleccion de una o varias longitudes de onda
para la deteccion de los analitos, seleccionando la zona con mayor absorbancia para uno o varios

analitos, lo cual mejora la selectividad y los limites de deteccion de este tipo de detectores.

Una variante de la deteccion UV-Vis es el uso del detector con diodos en fila (DAD), esta
deteccion se lleva a cabo con una lampara policromatica (luz blanca). Este haz se hace pasar por la
muestra y se rompe en varias longitudes de onda, la cual es medida en el plano focal por una matriz
de cientos de fotodiodos, lo cual proporciona una gran cantidad de informacién (Lundanes et al.,
2014). Este detector nos va a dar informacion sobre el tiempo, la absorbancia y la longitud de onda,

la resoluciéon va a depender de la cantidad de diodos y de longitudes de onda detectadas.
_d Detector de fluorescencia

Este método de deteccion se basa en la capacidad de algunos compuestos en excitarse a
determinadas longitudes de onda y emitir una radiacién de una mayor longitud de onda que la que
previamente ha absorbido. Esta radiacién es normalmente medida de manera perpendicular al haz
de luz de excitacion, gracias a la eleccion de la longitud de onda se pueden seleccionar las moléculas
o grupos funcionales de estas que queremos que se exciten y emitan radiacion. Este tipo de detector
presenta una fuente y una serie de filtros los cuales nos ayudaran a seleccionar si queremos obtener

los espectros de emision o absorcion de los analitos en cuestion (Figura 1.19).
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Fig. I.19. Esquema de un detector de fluorescencia para HPLC.

Este detector es uno de los mas utilizados en HPLC tanto para compuestos que presentan
fluorescencia de manera natural como aquellos que mediante el proceso de derivatizacion se
convierten en compuestos fluorescentes. Este tipo de detector presenta mas sensibilidad que el
detector UV-Vis en un menor intervalo lineal, pero es mas especifico, al poder detectar especies
con una fluorescencia especifica en muestras que contienen una alta cantidad de compuestos en

ella.

En la Tabla 1.7 se recogen algunos métodos relevantes para la determinacion de PAHs
en muestras de agua alimentos basados en el uso de la cromatografia liquida de alta eficacia con

diferentes detectores.



Tabla I.7. Métodos para la determinacion de PAHs en muestras de agua y alimentos basados en

el uso de la cromatografia liquida de alta eficacia.
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2 MAE: extraccion asistida con microondas, LLE: extraccion liquido-liquido, SPE: extraccion en fase solida, SPME:

microextraccion en fase solida, UAE: extraccion asistida por ultrasonidos, SLE: extraccion solido-liquido, DDMLE:

microextracion dispersiva liquido-liquido, SBSE: extraccion sobre barra magnética agitadora, GPC: separacion por

permeacion de geles, ASE: extraccion acelerada por disolventes, SFE: extraccion con fluidos supercriticos.

b LOD: limite de deteccién, LOQ: limite de cuantificacién, r: coeficiente de correlacion, RSD: desviacion estindar

relativa, R: recuperacion; RL: intervalo lineal.
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132 Espectrometria de masas

La espectrometria de masas, uno de los sistemas de deteccion mas importantes en
cromatografia, se basa en obtener iones a partir de moléculas organicas en estado gaseoso, estos
iones son separados son separados en funcion de su relacion masa/carga (m/z). La espectrometria
de masas nos da informacion estructural, lo cual es util para realizar una identificacion de

compuestos ademas de su cuantificacion.

Como se puede observar en la Figura [.20, un espectrometro de masas se compone de una

fuente de ionizacion, un analizador y un detector de iones (Lundanes et al., 2014).

Lente de
enfoque

Fig. 1.20. Esquema de un espectrometro de masas.

1.3.2.1 Introduccion de muestra

En el espectrometro de masas se introduce una pequefia cantidad de muestra,
normalmente el sistema contiene un medio que permite que esta muestra, solida o liquida, sea
volatilizada. La muestra puede ser introducida de manera indirecta, directa o mediante un
acoplamiento a un cromatdgrafo de gases o liquidos. El acoplamiento a un cromatografo es el tipo
mas utilizado actualmente. En esta Memoria se utilizara el acoplamiento de la cromatografia de

gases-espectrometria de masas.
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1.3.2.2 Fuente de ionizacion

La ionizacién de la muestra puede llevarse a cabo mediante dos métodos, impacto
electronico e ionizacion quimica. De ellos el mas aplicado actualmente es la ionizacién mediante
impacto electrénico (EI). Los electrones son formados en un filamento y lanzados como un haz de
electrones de entre 5 y 70 eV a través de la camara de ionizacion. Los analitos que estan en la
camara en forma gaseosa y a baja presion son ionizados por este haz de electrones y se forman
iones moleculares positivos. Estos iones son acelerados y mantienen una trayectoria determinada
gracias a la accion de campos magnéticos paralelos a la direccion de los electrones. Durante este
proceso las moléculas pueden perder un electrén o dos, captar un electron o disociarse por efecto
del haz de electrones, la energia que se les suministra es superior siempre a su potencial de
ionizacion, por lo tanto, se generan iones moleculares activados que van a tener una energia mayor
que la que tendrian en un estado fundamental. La estabilidad de los iones que se generan es el
principal problema de este método de ionizacion, en algunos casos el ion no se descompone
mientras que en otras ocasiones no va a quedar ion molecular, siendo imposible la determinacion

del analito.

Por otro lado, la ionizacién quimica (CI) se suele utilizar cuando lo que se busca en la
informacion sobre la masa molecular de los compuestos, ya que ofrece menos fragmentacion al ser
una técnica de ionizacién mas suave. En CI, las moléculas son ionizadas mediante reacciones de
ion/neutro entre las moléculas y los iones que se forman en el gas reactivo, dando normalmente
como resultado moléculas protonadas, MH* (Lundanes et al., 2014). El gas reactivo suele ser
metano, que es introducido a una presién de 1 mmHg, generando el ion metonio que finalmente

interactuara con los analitos.

1323 Analizador de iones

Una vez ionizada, la muestra se compone de una multitud de iones que se deben separar
correctamente para poder determinar las diferentes especies, los analizadores de iones mas
utilizados son el de sector magnético (B), analizador cuadrupolar (Q), analizador de trampa de iones

(TQ) y el analizador de tiempo de vuelo (TOF).

Fad Analizador de sector magnético

Este tipo de analizador aplica un campo magnético perpendicular a la trayectoria que
llevan los electrones que salen de la camara de ionizacion, los iones salen con una velocidad elevada

y al aplicar el campo magnético se les obliga a realizar una trayectoria circular.
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Dependiendo de la relacion m/z de cada especie esta describira una trayectoria de un radio
determinado, esto les permitird pasar por la rendija de salida y ser detectados en el caso de las
especies que deseamos obtener y los iones que no interesan describiran una circunferencia de un

radio que no permite pasar por la rendija y, por tanto, no seran determinados.

Estos espectrometros se hacen trabajar a maximo potencial de aceleracion para que la
sensibilidad mejore junto al poder de resolucion. Si lo que se busca es realizar barridos rapidos o
frecuentes no es el analizador idoneo ya que la variacion del campo magnético no va a ser

correlativa a la variacion de la corriente en el electroiman.

NS Analizador cuadrupolar

Este analizador cuadrupolar (Q) posee cuatro barras de metal de seccion circular o
hiperbolica dispuestas en forma de circunferencia, los iones que se envian al analizador desde la
camara de ionizacion van directos al centro de esta circunferencia imaginaria (Figura 1.21). Este
tipo de analizador no aplica campos magnéticos para dispersion, por lo que se puede utilizar para
realizar barridos con rapidez. En las barras, de manera alterna, se aplica una diferencia de potencial
constante y un potencial alterno de radiofrecuencia. Mientras que estos campos no afectan al
movimiento longitudinal de manera independiente, la combinacion de ellos hace que se produzca

un movimiento lateral.

Detector

Barras del cuadrupolo

Iones Rendija de
salida

Iones resonantes

(detectados)
Rendija de la Iones no resonantes
fuente (no detectados)

Fig. 1.21. Analizador cuadrupolar (Dayana, 2008).

El movimiento de los iones a través de las barras se ve marcado por la relacion masa/carga

(m/z), el desplazamiento del ion serd estable a través de estas barras solo en un pequefio intervalo
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de frecuencia, el resto de iones chocaran contra las barras, siendo el cuadrupolo el que determina

qué relacion m/z pasa a través de él.

Este tipo de analizador tiene una alta sensibilidad, se trabaja sdlo aplicando campos
eléctricos y no hace falta el uso de rendijas para el haz, siendo la escala de masas lineal frente al
potencial que se utiliza. La desventaja que presenta es que este analizador no permite trabajar con
relaciones masa/carga mayor de 1000. En la Figura 1.22 se muestra el espectro de masas

correspondiente al benzo(a)pireno.
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Fig. 1.22. Espectro de masas del benzo(a)pireno

Fad Analizador de trampa de iones

Este analizador es el resultado de una modificacion del analizador cuadrupolar, este
analizador utiliza los campos eléctricos que oscilan para que los iones se queden atrapados en un
espacio tridimensional entre tres electrodos, uno con forma de anillo y dos con forma de hipérbola.
Entre los tres electrodos se produce la ionizacion, la fragmentacion y el analisis de masas (Figura
1.23). En los electrodos se aplican diferentes potenciales de radiofrecuencia, dependiendo de si es
el electrodo con forma de anillo o los dos hiperbdlicos. El campo electromagnético resultante es el
que atrapa a los iones en una trayectoria oscilante en funcién tanto de la relacion masa/carga y del

voltaje que se les aplique.
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cromatografica cromatografico

Bomba vacio

Fig. 1.23. Cromatografia de gases con analizador de trampa de iones

Para la deteccion lo que se aplica es una modificacion del potencial de un electrodo, lo
cual provoca una modificacion en la trayectoria de los iones de interés, estos saldran de la camara
directos hacia el detector. Aunque es un analizador que presenta una gran sensibilidad el peligro de
tener reacciones entre los iones que se quedan confinados en la cdmara le resta capacidad en los

analisis cuantitativos.
e Analizador de tiempo de vuelo

El analizador de tiempo de vuelo se basa en la separacion de iones por el tiempo que
tardan en recorrer un espacio libre campo. En TOF los iones se aceleran aplicandoles a todos una
diferencia de potencial, al ser esta diferencia de potencial igual para todos, la velocidad que

alcancen va a depender de la relacion m/z que posea cada uno.

Los detectores asociados a TOF deben ser siempre rapidos, los iones alcanzan grandes
velocidades y si el detector no es lo suficientemente rapido para detectar estos iones la deteccion

no sera fiable ni precisa.

La muestra es vaporizada a la entrada del detector y es ionizada por un pulso de
electrones, tras aplicar la diferencia de potencial, los iones son lanzados a través de una zona libre
de campo en la que se desplazaran a velocidad constante hasta llegar al detector que se sitaa al final

de esta camara.
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Este analizador permite realizar andlisis de manera rapida y no hay practicamente
limitacién a la hora de introducir especies con alta masa, en el caso de usarlo junto a la

cromatografia de gases esta va a ser la que ponga el limite a la masa de los compuestos a analizar.

La desventaja que plantea este analizador es la poca distancia que hay entre el electrodo
de aceleracion y el detector, si se desea aumentar la resolucién se debe recurrir al sudo de

reflectrones.

1324 Detectores

Los detectores son los encargados de recibir los iones que salen del analizador, estos iones
al llegar estardn con una baja intensidad, lo cual puede provocar problemas a la hora de ser

detectados, por ello, los detectores deben ser precisos y rapidos.

En la actualidad se utilizan tres tipos de detectores: la copa de Faraday y el

fotomultiplicador de electrones.

' Copa de Faraday

Es el detector mas simple, la copa de Faraday es un electrodo donde los iones depositan
su carga (Gross, 2017). La corriente eléctrica que fluye desde el electrodo da como resultado un

voltaje que pasa por una resistencia de alta impedancia.

Esta copa es una placa situada dentro de una caja, emplazada de manera ligeramente
inclinada para que los iones no reflejen. La corriente que mide y amplifica serd proporcional al
numero de iones que llegan a la placa y de la neutralizacion de las cargas sin tener en cuenta su
masa o naturaleza. Es un método de deteccion barato, resistente y con alta precision y sensibilidad,

pero es poco recomendable para determinaciones rapidas.

' Fotomultiplicador de electrones

El fotomultiplicador de electrones consiste en una serie de placas cuya superficie esta
recubierta de tierras raras, los iones al chocar con estas placas se producen una serie de electrones
que irdn dirigidas hacia una serie de placas de hasta de 16 elementos. Cuando una particula
energética incide sobre la superficie de un metal o un semiconductor se liberan una serie de
electrones secundarios. La alta velocidad de la particula de impacto, junto a la existencia de
electrones libres en la superficie del metal hace que se liberen muchos mas electrones, estos
electrones son lanzados contra otra placa puesta de manera opuesta, lo cual genera una cascada

amplificada hasta llegar a la ultima placa (Gross, 2017).
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Con esta serie de placas dispuestas de manera que se amplifique la corriente se consigue
amplificar el potencial de cada uno hasta los 100 V, generando una corriente de energia que es
capaz de ser detectada con mayor facilidad, llegando a tener un factor de multiplicacién de entre
10°-108. Estos detectores son ampliamente usados en cromatografia de gases acoplada a

espectrometria de masas por su robustez y precio, aunque a veces pierdan algo de sensibilidad.

133 Acoplamiento de técnicas cromatograficas con la

espectrometria de masas

1.3.3.1 Cromatografia de gases — espectrometria de masas

Debido a la complejidad que confiere la tarea de determinar moléculas que forman parte
de una mezcla y que normalmente vamos a encontrar a bajas concentraciones se ha recurrido a la
combinacién de técnicas cromatograficas junto a la espectrometria de masas (GC-MS). La ventaja
que se obtiene al acoplar estos dos equipos es la de poder obtener mas informacion sobre los
compuestos separados mediante cromatografia de gases, el espectrometro de masas nos
proporciona la identidad de los compuestos que llegan hasta ¢1. Otra ventaja que presenta este tipo
de acoplamientos radica en su capacidad para trabajar con pequefias cantidades de muestra que sera
previamente separada y eluida por un cromatodgrafo de gases y ademds poseen la capacidad de
determinar estos compuestos conforme van siendo eluidos de esta columna cromatogréafica

(Mondello, 2011).

Este acoplamiento de equipos nos permite ademés trabajar de manera en la que podemos
seleccionar las relaciones masa/carga que nos interesan determinar y cuantificar en lugar de obtener
un espectro de todos los compuestos que eluyen de la columna como tendriamos si se realizara una
GC tradicional. Gracias al registro selectivo de iones (SIM) podemos realizar esta operacion,

aumentando la selectividad y la sensibilidad al disminuir el ruido de fondo de la muestra.

Para el acoplamiento de estas dos técnicas analiticas se debe tener en cuenta que los
compuestos organicos se encuentran en fase gaseosa. La espectrometria de masas cumple con los
requisitos necesarios para el acople con la cromatografia de gases (Dabrio, 2000), aunque presenta
el problema de trabajar a vacio, lo cual puede presentar problemas el elevado volumen de gas

portador que procede del cromatdgrafo.

El sistema de vacio en el espectrometro de masas es necesario para evitar que la cdmara
de ionizacién se contamine o se oxide el filamento y los componentes de alrededor a altas

temperaturas. La cantidad de gas portador es importante tenerla en cuenta ya que podria competir
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con la muestra en el proceso de ionizacién y produciria fendmenos de ionizacién quimica,

reduciéndose ademas la resolucion (Dabrio, 2000).

Existen diferentes posibilidades de acoplamientos dependiendo del didmetro de la
columna cromatografica que se emplee. Para columnas capilares, en las cuales el flujo no suele ser
superior a 1 mL min‘!, los sistemas de bombeo del espectrometro de masas son capaces de eliminar
el gas sin necesidad de realizar ningtin tipo de ajuste. La columna debe estar termostatizada a la
temperatura y se introduce hasta la cdmara de ionizacion sin ningtn tipo de requisito instrumental
(Dabrio, 2000). Teniendo en cuenta el cambio de presion, lo cual produce dilucion de las zonas

cromatograficas.

La conexion entre la columna y el espectrometro de masas se lleva a cabo mediante la
division en régimen abierto, la sencillez y versatilidad de este sistema hace que casi de manera
exclusiva se utilice este acoplamiento en la GC-MS, como se puede observar en la Figura 1.24,
siendo el inico inconveniente que pasado un tiempo la columna cromatografica sufrird un sangrado

del relleno y tendra que ser cambiada (Kellner et al., 2004).

{ Entrada de He Salida de He
|
-

Restrictor de flujo

Fig. 1.24. Cromatografia de gases acoplado a un espectrometro de masas

Gracias a esta gran selectividad y sensibilidad la GC-MS se ha erigido como uno de los
principales métodos de deteccién y cuantificacién de mezclas de compuestos, entre ellos los

hidrocarburos policiclicos aromaticos.

Un namero elevado de autores han utilizado la GC-MS para la determinaciéon de PAHs
en diferentes matrices, como agua como se puede observar en la Tabla 1.6. Con este tipo de
hibridacién se pueden obtener una sensibilidad muy elevada en la determinacion de PAHs en este
tipo de matrices. Por ejemplo, para el andlisis de aguas se obtienen unos limites de deteccion entre
0.07 y 1.1 ng L' (Zhang et al., 2004); o bien cuando se aplica al analisis de cereales (0.005-0.36
ng Kg) (Li et al., 2016a) o en bebidas como el café (0.1-6.3 ng L") (Orecchio et al., 2009).
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1332 Cromatografia liquida de alta eficacia — espectrometria de masas

El acoplamiento de la cromatografia liquida de alta eficacia junto a la espectrometria de
masas (HPLC-MS) esta siendo cada vez méas comun. Lo que hace a este acoplamiento en cierta
manera dificultoso es la interfase que se aplicar entre los dos instrumentos, debido a que en HPLC
se trabaja con liquidos a alta presion, con un alto flujo de fase movil y a temperatura ambiente,
mientras que en MS se trabaja a vacio y a una alta temperatura. Por lo tanto, es imprescindible
modificar algunos parametros, como son que en la fase movil no puede haber presencia de analitos
no volatiles o inorganicos, otras cosas para tener en cuenta es que la cromatografia liquida puede
analizar moléculas pesadas con una baja volatilidad y alta polaridad y que pueden ser degradadas
por accion térmica, lo cual ocurriria al entrar en el espectrometro de masas. Otro factor por controlar
es el flujo de la fase movil, gracias a la interfase vamos a poder introducir un eluido liquido
transformandolo en una muestra gaseosa en el espectrometro de masas, pero teniendo en cuenta

que este caudal una vez convertido en vapor va a aumentar.

Las interfases mas usadas en HPLC-MS son la ionizacién por electrospray (ESI),
ionizacién quimica a presion atmosférica (APCI), fotoionizacion a presion atmostérica (APPI) e

ionizacion por plasma de acoplamiento inductivo (ICP) (Lundanes et al., 2014).

_d Ionizacién por electrospray

La ionizacion por electrospray (ESI) se lleva a cabo a presién atmosférica y se usa
principalmente para compuestos con grupos polares (neutros, acidos y bases). Los compuestos
polares neutros aceptan y donan protones bajo determinadas condiciones, generando iones positivos

o negativos en la fase movil o durante el ESI, para 4cidos y bases el pH se debe ajustar.

En ESI, la fase movil que contiene a los analitos se introduce en un capilar en el cual se
esta aplicando una diferencia de potencial, a la salida del capilar se mezcla con un gas nebulizador
(N>) para la formacion de pequefias gotas, estas gotas salen altamente cargadas por la acumulacion
de iones. Estas gotas cargadas van disminuyendo su tamafio conforme se acercan a la entrada del
espectrometro de masas, cuando las fuerzas externas son mayores que la tension superficial estas

gotas estallan en otras gotas mas pequefias.

Esta interfase provee una gran sensibilidad y no se necesita una gran optimizacion para
que funcione de manera correcta, siendo util para compuestos de alto peso molecular. Se aplica a
bajos niveles de caudal (<50 pL min'), conforme disminuye el caudal aumenta el nivel de

ionizacion (Lundanes et al., 2014).
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' Ionizacién quimica a presion atmosférica

La ionizacién quimica a presion atmosférica (APCI) se usa en caso de tener menos
compuestos polares, igualmente los protones son donados o aceptados, pero se lleva a cabo

mediante otro mecanismo.

La fase movil entra en un capilar que esta a una temperatura de entre 400 y 500 °C, todos
los solventes y analitos son evaporados y el gas de salida se mezcla con gas nitrégeno. Se aplica
una gran diferencia de potencial se aplica sobre una aguja de corona de descarga, generando un

plasma de iones alrededor de esta corona.

Los iones se introducen en el espectrometro a través de un sistema de rendijas de vacio,
obteniéndose una gran sensibilidad debido a que el proceso de ionizacién se ha llevado a cabo a
presion atmosférica. Se puede llegar a un caudal de 2 mL min'. Lo mas problematico es la

destruccion de compuestos termolabiles en el capilar.
_d Fotoionizacion a presion atmosférica

La fotoionizacion a presion atmosférica (APPI) es muy similar a APCI y se usa también
para compuestos no polares, la introduccion de la muestra se realiza de la misma manera, a través
de un capilar a 500 °C, pero en este caso los fotones los genera una ldmpara UV, generando la
ionizacién por transferencia de energia de diferentes formas, la molécula puede ser ionizada

mediante la formacion de un radical catién por obtencion de hidrégeno del solvente.

Para mejorar la ionizacion se pueden usar aceleradores como son el tolueno, el cual se

ioniza formando los radicales cationicos.

_d Ionizacién por plasma acoplado inductivamente

La ionizacién por plasma acoplado inductivamente (ICP) es una fuente de iones que se
utiliza en analisis elementales de metales. En el dispositivo ICP existen tres conductos encargados
de introducir gas argén dentro de la antorcha de ICP, con una chispa los electrones se generan y
aceleran hacia una bobina, esta aceleracion se causa por la oscilacion de un campo eléctrico
generado en la bobina. El choque de los electrones con el gas argdn generan una ionizacion del gas,

aumentando la temperatura y generando el plasma.

A la temperatura de trabajo las moléculas de la muestra se introducen y son atomizadas,
los 4atomos se ionizan por medio de la pérdida de un electron, generando especies cargadas
positivamente. Este tipo de ionizaciéon se aplica en deteccion de metales en muestras

medioambientales y su limite de deteccion puede llegar hasta las partes por trillon.
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La seleccion de la interfase a utilizar siempre va a realizarse en funcion de la muestra y

de los analitos que se deseen determinar.

Eluso de HPLC acoplada a espectrometria de masas es una técnica por los investigadores
es cada vez mas frecuente en la determinacién de PAHs en muestras ambientales y en alimentos
como se puede observar en la Tabla 1.7. La sensibilidad que se consigue con este tipo de hibridacion
es del mismo orden que la conseguida con la combinacion GC-MS. De esta manera, en un método
desarrollado para la determinacién de PAHs en de aceite de soja se consiguen limites de deteccion
entre 0.02 y 0.76 ug Kg!' (Camargo et al., 2001). Para muestras sdlidas, tales como pescado se ha
obtenido limites de deteccion entre 0.07 y 3.52 pg Kg'! (Zhao et al., 2014).

1.3.33 Espectrometria de masas en tandem

La combinacién de dos espectrometros de masas para la determinacion de compuestos se
conoce como espectrometria de masas en tandem (MS/MS, MS?). Con el uso de este acoplamiento
se pueden estudiar iones especificos dentro de una muestra compleja para obtener su informacion
estructural. El uso de la espectrometria de masas en tdndem aumenta la sensibilidad y selectividad

del método (Hoffmann y Stroobant, 2007).

Para realizar este acoplamiento se utiliza una camara de colisiones, lo cual nos
proporciona una mayor informacion sobre los compuestos a analizar. El primero de los analizadores
tiene como objetivo el seleccionar y discriminar los iones de interés de los que no nos interesan, a
continuacion, se introducen en una camara de colisiones, presurizada con gas helio. Los iones
colisionaran con los atomos presentes, disociandose y acto seguido son introducidos en el segundo

analizador y finalmente al detector.

Para la espectrometria de masas en tdndem se utilizan normalmente el analizador triple

cuadrupolo (QqQ), analizador de tiempo de vuelo (ToF) o el analizador trampa de iones (Q-Trap).

' Analizador triple cuadrupolo

En el analizador de triple cuadrupolo (QqQ) el primero de los cuadrupolos se encarga de
realizar el mismo trabajo que se explica en el apartado 11.3.3.3 para el cuadrupolo simple, este va a
seleccionar las moléculas de interés y pasaran a la cdmara de colisiones (Figura 1.25). En la cdmara
de colisiones se dispone de otro cuadrupolo encargado de acelerar el proceso de choque y
fragmentacion de los iones junto al gas de colision, tras esto, los iones son introducidos en un tltimo
cuadrupolo y por ultimo al detector, detectando en este caso no los iones precursores como se
realizaria en el caso de un cuadrupolo simple, sino que se detecta el ion producto de la

fragmentacion, dando informacion estructural de los analitos.



Tesis Dotoral

Fuente Cuatlir:tpolo Cuadrupolo de Cuadrupolo
ionizacién selector colision selector
Q1 q2 Q3

Multiplicador de
particulas

| —]
] v
Seleccion Seleccién
m/z Fragmentacién m/z de los
fragmentos

Fig. 1.25. Esquema del analizador de triple cuadrupolo

Fad Analizador de tiempo de vuelo

Los espectrometros de masas de tiempo de vuelo (TOF) basan la separacion en el tiempo
de vuelo de los iones en un tubo de deriva libre de campos. Los iones se introducen en el TOF entre

dos platos y se aplica una gran diferencia de potencial para acelerar los iones.

Los iones al entrar en una zona de vacio y libre de campos van a determinar su
movimiento por su energia cinética adquirida, la cual dependerd de su estructura y tamafio. La
velocidad que alcanzan es proporcional a su valor m/z, los iones pesados tienen mas tiempo de

vuelo que los ligeros (Figura 1.26).

Este tipo de analizador tiene una alta exactitud de masas, siendo su gran ventaja, el uso

de uno o dos tubos de deriva permitird el aumento de resolucion.
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Fig. 1.26. Esquema del analizador cuadrupolo tiempo de vuelo

Fad Analizador de trampa de iones

Como ocurre con los cuadrupolos, la separacion en la trampa de iones (Q-Trap) se realiza
mediante la estabilidad de estos en un campo eléctrico oscilante. La trampa de iones est4 formada

por un electrodo de anillo y dos electrodos de capa, en los que se aplican las diferencias de potencial.

Los iones entran en la trampa de iones por un orificio en uno de los electrodos capa, son
enfriados con helio a baja presion y se atrapan en el campo eléctrico. Realizando un barrido de
voltajes se hace que algunos iones salgan de la trampa, desde los mas ligeros a los méas pesados, lo
cual permite la deteccion. Gracias a la alta velocidad de barrido se pueden llevan a cabo ensayos

rapidos.

En las Tablas 1.6 y 1.7 se puede encontrar algunas de las metodologias mas representativas
para la determinacion de PAHs mediante técnicas cromatograficas acopladas a espectrometrias de

masas en tandem.
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1.3.4 Electroforesis capilar

La electroforesis capilar (CE) es una técnica de separacion que se basa en las diferentes
movilidades electroforéticas de las sustancias a analizar mediante la aplicaciéon de un campo

magnético en el interior de un capilar (Dabrio, 2000).

Esta técnica presenta algunas ventajas como son los reducidos tiempos de separacion,
normalmente por debajo de los 30 minutos, aunque podria darse la separacion en unos minutos
solamente. Tiene una elevada eficacia, con un intervalo de 10°-10° platos teéricos por metro de

columna, para la separacion s6lo son necesarios unos nanolitros y es facilmente automatizable.

Las dimensiones del tubo capilar suelen ser de unos 25 a 100 pm de didmetro interno y
25 a 100 cm de longitud (Dabrio, 2000), el material mas utilizado para el relleno de la columna es

la silice fundida y se rellena de disolucion tampon.

Las sustancias son introducidas dentro del capilar mediante presion, vacio o
electromigracion y se desplazan por el interior del capilar hasta llegar a la zona de deteccion, que
estd dentro de la misma columna, la sefial se manda a un convertidor y se obtiene un

electroforegrama de la muestra introducida.

Frente a la técnica de HPLC se observa que en la CE presenta mejores eficacias de
separacion al tener un perfil del flujo del tampon plano, necesita menos muestra y es mas rapida,
pero la reproducibilidad es mucho peor, siendo complementarias la una de la otra al tener

mecanismos de separacion diferentes (Dabrio, 2000).

Para la técnica de CE se han adaptado los detectores de HPLC, como es el caso de los
detectores ultravioleta-visible, diodos en serie, fluorescencia y espectrometria de masas. En la Tabla
1.8 se muestran algunos métodos desarrollados para la determinacion de PAHs en diferentes tipos

de matrices mediante el uso de la técnica de CE.
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Tabla I.8. Métodos para la determinacion de PAHs en diferentes matrices basado en el uso de la

técnica de electroforesis capilar.

SLE CE-UV- R:45—90% Bruggemann y
VisDAD LOD: 0.5 ng Freitagl, 1995
R:49.3-105.4%
RSD:2.3-122 % Cheng et
Sohxlet | CE-ACPLMS | 1 op: 3104~ 1108 al.2013a
ng L!
RSD:2.3-12.2 %
Sohxlet ﬁg&%cll;i; LOD: 1.3-37.5ng g Cheng et
UAE o 'LOD: 1:10°-2-10° al.,2013b
VIS .
ng L
. . 0,
SPE CE-FLD LRADEZR S Ferey et al., 2013
LOQ: 10-1000 pg L
SPE CE-FLD RSD: 1.2-4.9% Ferey et al., 2014
Knobel y
QuUECHERS CE ) Campiglia, 2013
LLE CE-UV-Vis LOD: 3.6 ng L' Takafg(‘)gt al,
LOD: 1.6-4.8 10? mol
It .
CE-UV- Takagai et ay
LLE-LLE R: 97-.5-102% .
VISDAD RSD: 4 % Igarashil., 2001
. LOD: 1019 ~10-% mol Takagai y
LLE CE-UV-Vis i Igarashi, 2002
LOD: 0.1-2 pg L
UAE CE-UV R: 95-105% Zhang et al.,1997
R:92-1.8-108.1%
RSD: 4.7-1-6.65 %
- CE-DAD LOD: 9-10°0.9 — Zhang et al.,2012
7.3-u10°
ng L'!

3 LLE: extraccion liquido-liquido, SPE: extraccion en fase solida; UAE: extraccion asistida por ultrasonidos, SLE:

extraccion solido-liquido.

b LOD: limite de deteccién, LOQ: limite de cuantificacién, r: coeficiente de correlacion, RSD: desviacion estandar

relativa, R: recuperacion; RL: intervalo lineal
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Las técnicas de cromatografia de gases y cromatografia liquida de alta eficacia son las
mas utilizadas para la determinacién de PAHs en muestras ambientales y de alimentos, siendo la
GC la técnica prevalente frente a la HPLC como se puede observar en los datos extraidos de las

publicaciones recientemente publicadas en la Figura 1.27.

36%

61%

=GC =HPLC =CE

Fig. 1.27. Porcentaje de aplicacion de las distintas técnicas de determinacion para hidrocarburos
policiclicos aromaticos en muestras ambientales y alimentos en las publicaciones aparecida en el
periodo 2010-2017. [Fuente ScienceDirect; palabras clave: “PAHs”, “environmental samples”,

“food samples”, “gas chromatography” (GC), “liquid cromatography” (HPLC), “capillary
electrochrophoresis” (CE)]
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Las fuentes de hidrocarburos policiclicos aromaticos en muestras ambientales pueden ser
antropogénicas, contaminacion causada por el ser humano y sus actividades, y naturales. Estos
factores contaminan al suelo, los sedimentos y las aguas que finalmente acabaran llegando a los
alimentos de manera directa o indirecta. Ademas, en los alimentos hay que indicar que, durante el
procesado de los mismos, ya sea en casa o en la industria se pueden producir PAHs como se puede

observar en la Figura II.1.

‘ Fuentes de hidrocarburos policiclicos aromaticos ‘

\ Fuentes antropogénica | | Fuentes naturales | | Procesado de alimento; |

‘ Procesos indutriales ‘ Incineracién de residuos ‘ ‘ Incendi ‘ ‘ Parrillado ‘ ‘ Tostad ‘

‘ Industria petrolera H Tabaco ‘ ‘Erupciones a icas‘ ‘ Ah d ‘ \ Horneado \
\

Reacciones termogeolégicas

‘ Combustibles fésiles ‘ ‘Procesos de perforacion

‘ ‘ Aguas

‘ Agua potable ‘ ‘ Vegetales ‘
\ Carne \ ‘ bid ‘
‘ Pescado ‘ ‘ Aceite ‘

Fig. I1.1. Esquema de las rutas de contaminacion por PAHs de muestras ambientales y alimentos

En este Capitulo se ha desarrollado una metodologia para la determinacién de
hidrocarburos policiclicos aromaticos en muestras de aguas medioambientales. En primer lugar, se
ha puesto a punto un sistema continuo de extraccion en fase solida para la determinacion de 16
hidrocarburos policiclicos aromaticos: naftaleno (Nap), acenaftileno (Ap), acenafteno (Ac),
fluoreno (F), fenantreno (Phe), antraceno (Ant), fluoranteno (Flu), pireno (Pyr), criseno (Chry),
benzo(b)fluoranteno (BbF), benzo(k)fluoranteno (BkF), benzo(a)pireno (BaP), benzo[ghi]perileno
(BP), dibenz[a,h]antraceno (DBahA) and indeno[1,2,3-cd]pireno (IP).
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Este sistema contiene una columna rellena de una cantidad de sorbente minima necesaria
para poder llevar a cabo la preconcentracion de los analitos y realizar una eluciéon con un volumen
de disolvente orgénico lo mas reducido posible (350 pL) para obtener un factor de preconcentracion
elevado. Ademas, se ha llevado a cabo un estudio sobre las diferentes variables que pueden influir
sobre la SPE de los analitos (naturaleza de sorbente, eluyente, pH, volumen de rotura, caudal de

muestra y gas portador del eluyente).

Para determinar el material sorbente se llevé a cabo un estudio utilizando cinco materiales
sorbentes diferentes (Oasis HLB, LiChrolut EN, Amberlita XAD-2, Amberlita XAD-4 y RP-C18),
obteniéndose los mejores resultados con RP-C18 (gel de silice en fase reversa con grupos
octadecilo). A continuacion, se estudi6 la cantidad dptima de material sorbente que era necesaria
para la retencion de los analitos en el Interval entre 20 y 120 mg, siendo 60 mg la cantidad de

sorbente Optima.

La influencia del pH sobre los analitos y la retencion en la columna se estudi6 en el
intervalo de 1 a 10, usando HCl y NaOH para el ajuste, no observandose efecto alguno del pH sobre

la retencion de los PAHs en el sorbente.

A continuacion, se estudio el disolvente orgénico ideal para eluir los analitos del material
sorbente, resultando el acetonitrilo como el mas eficiente frente al resto de disolventes estudiados.
El volumen de eluyente fue estudiado utilizando bucles de una valvula de inyeccion con diferentes
volumenes al sistema, desde 50 hasta 450 pL, siendo 350 pL el volumen 6ptimo de elucién, con

menor volumen se producian fenémenos de carry-over.

Los caudales de muestra y eluyente fueron estudiados ya que podrian afectar a los
fenémenos de adsorcion. Para ello se estudi6 la eficiencia en un intervalo de 1 a 5 mL min!, siendo
4 mL min"! el flujo adecuado para maximizar la eficiencia del proceso. Por tltimo, se llevo a cabo
el estudio del volumen de ruptura del sistema de SPE, es decir, el volumen maximo de muestra que
se puede procesar sin que los analitos puedan eluirse por la misma muestra. Para ello, se realiz6 un
estudio afiadiendo 50 ng de cada analito en diferentes volumenes (10 a 500 mL) de agua ultrapura.
Se obtuvieron resultados de eficiencia de casi el 100% hasta un volumen de 350 mL, a partir del
cual la eficacia en la retencion de los PAHs disminuia, siendo finalmente elegido como volumen

de muestra 200 mL.

El método propuesto fue validado en el laboratorio, obteniendo unos resultados analiticos
satisfactorios con limites de deteccion entre 0.01 y 0.3 ng L' para 200 mL de muestra de agua y
con una linealidad favorable (coeficiente de correlacion >0.995). La precision del método fue

elevada con desviaciones estandar relativas inferiores al 7.5 %. Para estudiar la exactitud del
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método se realizd un estudio de recuperacion, consiguiéndose unos porcentajes entre el 86 y el 102
%.

De acuerdo al objetivo indicado en este Capitulo de la Memoria, el método se aplico a la
determinacion de PAHs en diferentes tipos de muestras de agua (grifo, aguas urbanas, pozo, lago,
rio, piscina, mar y residuales). En la mayoria de las muestras analizadas se encontrd alguno de los
analitos objeto de estudio, excepto el benzo(k)fluoranteno. En las muestras de agua residual y agua
marina la concentracion encontrada de los PAHs fue superior a la que se encontr6 en las otras aguas
medioambientales analizadas. No obstante, en ningin caso se superaron los limites establecidos por
la legislacion europea. Para las aguas residuales se llevo a cabo el estudio de la presencia de estos
compuestos en los influyentes y efluentes de cuatro plantas de depuracion de aguas residuales
procedentes de cuatro ciudades diferentes en las que se utiliza un tratamiento anaerobio para la
eliminacion de los contaminantes acuosos. En este tipo de muestras se realiz6é un estudio de la
eficacia de los procesos de tratamiento de aguas residuales para la eliminacién de PAHs. Se observo
que las concentraciones de los analitos disminuian entre 6 y 8 en las muestras efluentes con respecto

a los influentes de las cuatro EDARSs objeto de estudio.
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Andrés J. Rascon, Abdelmonaim Azzouz, Evaristo Ballesteros. Assessing polycyclic
aromatic hydrocarbons in cereal-based foodstuffs by using a continuous solid-phase extraction
system and gas chromatography—mass spectrometry. Food Control, Volume 92, 2018, Pages 92-
100, ISSN 0956-7135.

https://doi.org/10.1016/j.foodcont.2018.04.050.

Los hidrocarburos policiclicos aroméaticos pueden estar presentes en los productos
alimenticios elaborados a base de cereales debido a la deposicion de estos contaminantes sobre
ellos o bien sobre el agua que se utilice en su procesado. Ademas, pueden generarse PAHs en este
tipo de alimentos cuando estos son procesados, en las etapas de secado o coccion debido a la
descomposicion térmica de la materia organica, o bien en la etapa de ahumado ya que el humo
puede contener a este tipo contaminantes. Las cantidades de PAHs que se pueden encontrar en los
alimentos elaborados a base de cereales depende de la temperatura alcanzada en el proceso de
secado y en de coccion y de la fuente de energia utilizada para su calentamiento. En la Union
Europea y a través del decreto 835/2011 se ha regulado el limite méximo de estas sustancias que
puede estar presente en este tipo de alimentos, y ha establecido un valor de 1 ug Kg™!' como limite
para el benzo(a)pireno y la misma concentracion para la suma de benzo(a)pireno,

benzo(a)antraceno, benzo(b)fluoranteno y criseno.

Una vez realizadas esas premisas y cuando se pretendan determinar estos compuestos en
los alimentos objeto de estudio, es necesario utilizar métodos muy sensibles y selectivos, que sean
capaces de cuantificar a PAHs a niveles de traza sin que interfiera en su determinacion la presencia
de otras sustancias presentes en estos alimentos. Por ello, en este Capitulo de la Memoria se ha
pretendido como objetivo principal el desarrollo de un método basado en el uso de dos técnicas de
preparacion de muestra, como son la extraccion asistida por ultrasonidos (UAE) y la extraccion en
fase solida (SPE). En el caso de la SPE se llevara a cabo en un sistema continuo de extraccion
previamente optimizado en el Capitulo II para la determinacion de 16 hidrocarburos policiclicos
aromaticos. La combinacion de UAE con el sistema SPE nos permite una eliminacion eficiente de
las interferencias que estan presentes en la matriz de las muestras, en este caso cereales y alimentos

derivados de éstos, con porcentajes de recuperacion cercanos al 100 %.
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Para ello, se llevo a cabo un estudio exhaustivo de las diferentes variables que pudieran
afectar a la extraccion asistida por ultrasonidos para este tipo de muestras (naturaleza y volumen
del extractante, tiempo de extraccion). Ademas, se optimizaron las variables que pudieran afectar
a la centrifugacion de la muestra tratada mediante (UAE), y el efecto de disolventes orgénicos
utilizados para este tipo de extraccion que pueden producir sobre la retencion de los analitos en la
columna sorbente del sistema continuo de SPE. En el caso de naturaleza y volumen de extractante,
se obtuvieron los mejores rendimientos cuando la extraccion se llevaba a cabo con n-hexano y con
un volumen de 10 mL. También se estudio el tiempo de extraccion, resultando que el tiempo 6ptimo

de extraccion es 5 minutos, a partir del cual la eficacia de la extraccion no se veia incrementada.

A continuacion, las muestras se centrifugaron con objeto de precipitar los s6lidos que hay
en suspension y mejorar la interfase entre la muestra y el extractante. Para ello se optimizaron las
variables que podian afectar a ésta, como fueron el tiempo de centrifugado, la temperatura y las
revoluciones en la centrifugacion, obteniéndose los mejores resultados a 4 °C, 5 minutos y 5 000
rpm, respectivamente. Posteriormente los extractos se llevaron a sequedad bajo una corriente de
nitrogeno y se procedié a su redisolucion. Para ello se probaron diferentes volimenes de agua, pero
no se llevaba a cabo una redisolucion completa de los analitos diana. Por ello, se recurri6 a la
redisolucion con una mezcla de agua:acetonitrilo, consiguiéndose con un volumen de 25 mL de

agua al 4 % (v/v) en acetonitrilo la redisolucion cuantitativa de los 16 PAHs.

La presencia de disolvente organico (acetonitrilo) en la fase acuosa que contiene a los
PAHs podria a afectar a la retencion de éstos en la columna del sistema continuo de SPE. Por ello
se hizo necesario el estudio de este efecto, mediante la realizacion de diferentes ensayos con
disoluciones acuosas de analitos objeto de estudio y que contenian hasta un 30 % que se pasaron a
través del sistema continuo de SPE. De estos estos estudios se concluyd que hasta un porcentaje de
15 % de acetonitrilo la eficacia en la retencion de los PAHs era maxima. Este porcentaje de

acetonitrilo en agua es superior al 4 % que se requeria para la redisolucion de la muestra.

El método desarrollado posee un intervalo lineal satisfactorio para la determinacion de
los 16 PAHs entre 8 y 40 000 ng Kg™!. Ademés la sensibilidad del método es aceptable, con limites
de deteccion entre 2 y 60 ng Kg!, menores que los conseguidos en otras metodologias incluidas en
la bibliografia. La precision del método es satisfactoria, con una desviacion estandar relativa menor
del 7.5 %. Por ultimo, se llevo a cabo un estudio de recuperacion mediante la adicion de 250, 1000
and 1500 ng kg! a las diferentes tipos de muestras de alimentos elaborados a base de cereales,

consiguiéndose porcentajes de recuperacion proximos al 100 %.

Con estas premisas el método fue aplicado en la determinacién de 16 PAHs en 22

muestras diferentes de alimentos elaborados en base a cereales, tales como harinas, galletas, pasta,
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cereales de desayuno, arroces y panes. La mayoria de las muestras analizadas contenian naftaleno
y antraceno a concentraciones comprendidas entre 13 y 5 500 ng Kg!. Tres de las muestras de
cereales analizadas y una de pan excedian el limite establecido de 1 pg Kg'en el Reglamento UE
835/2011 para la suma de benzo(a)pireno, benzo(a)antraceno, benzo(b)fluoranteno y criseno
(PAH4). Ademas, se realizo un estudio de como influia el proceso de tostacion en el pan sobre el
incremento de la presentica de este tipo de contaminantes. Se comprobd que los niveles de PAHs
aumentaban cuando el pan se tostaba, encontrandose niveles del sumatorio PAH4 por encima de

los limites permitidos en la Union Europea.
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La presencia de los hidrocarburos policiclicos aromaticos en determinados grupos de
alimentos depende de diversos factores, exposicion medioambiental, ingredientes y tratamientos
para su fabricacion y almacenaje, entre otros. En este sentido, un nimero elevado de estudios de
investigacion han demostrado la presencia de los PAHs en diferentes tipos de bebidas, como té,
café, bebidas destiladas, cerveza, refrescos, zumos de frutas y vino. Su presencia depende de las
materias primas utilizadas, la forma en que se procesan industrialmente estas bebidas y de su
exposicion a la contaminaciéon ambiental. Por ejemplo, para la produccion de vino, vinagre y
algunas bebidas destiladas se necesita el envejecimiento por almacenamiento en barriles de madera
o en tanques de acero que contienen astillas de madera. La madera en barriles suele estar expuesta
a la intemperie durante 1-3 afios, y posteriormente se tuesta el roble mediante 1lama o bien mediante
calentamiento convectivo, eléctrico o por infrarrojos, lo que puede generar unos niveles elevados
de PAHSs. Por otro lado, el secado y el tostado de la cebada a menudo conducen a la presencia de
PAH en las bebidas elaboradas a base de cereales, como es la cerveza. Algunas bebidas destiladas,
que incluyen el azicar entre sus ingredientes iniciales, también pueden estar contaminadas con
PAHs. Un ejemplo es la cachaga, bebida brasilefia donde el azticar proviene de cultivos donde se
ha practicado la quema de rastrojos. También, otros ingredientes, tales como cereales, uvas, frutas
y azlcar, usados para la producciéon de bebidas pueden contener este tipo de toxicos por
contaminaciéon ambiental o bien debido a su presencia en los lubricantes usados en la maquinara

para su cosecha.

Por otro lado, el origen de los PAHs en los granos de café y en las hojas de té se puede
deber a las etapas de secado y tostado de estas especies vegetales durante la produccién de estas
bebidas. En cambio, los zumos y algunos refrescos elaborados de frutas pueden estar contaminados
por PAHs procedentes del Medio Ambiente, debido a que se pueden adherir facilmente a la piel de
la fruta. Este tipo de bebidas también contienen aziicar que durante el proceso de caramelizacion
se han podido originar los contaminantes objeto de estudio en esta Memoria. Otra causa de la

presencia de PAHs en los refrescos puede estar asociada a la adicion de aceites comestibles, usados
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como agentes estabilizadores o para evitar la turbidez, que hace que aumente significativamente la

solubilidad de los PAHs en este tipo de bebidas.

En este Capitulo se ha desarrollado un método para la determinacion de PAHs en diversos
tipos de bebidas, tales como té, café, destilados, cervezas, refrescos, zumos y vinos. En la
metodologia propuesta, las muestras son tratadas en el sistema continuo de SPE optimizado en el
Capitulo II de esta Memoria, en el cual se introducen directamente sin necesidad de realizar ninguna

extraccion previa.

Debido a la presencia de alcohol en muchas de las bebidas objeto de analisis, se vio la
necesidad de realizar un estudio exhaustivo del efecto de la presencia de etanol sobre la eficacia de
adsorcion de los PAHs en la columna de SPE. Para ello, se prepararon disoluciones acuosas de los
analitos que contenian porcentajes diferentes de etanol [5—30 % (v/v)] y se pasaron a través del
sistema continuo de SPE, observandose que a partir de 20 % de contenido etanolico la eficacia de
la adsorcion disminuia. Por lo tanto, se selecciond el 15 % como el valor limite de contenido
alcohdlico de las bebidas para que la adsorcion de los analitos diana fuese cuantitativa. En el caso
de analisis de muestras con un mayor porcentaje de alcohol, se deberia de diluir para no superar ese

limite.

En el caso de algunas bebidas se requiri6 un pretratamiento sencillo de la muestra antes
de su introduccion en el sistema continuo. Por ejemplo, las muestras de vino fueron previamente
decantados para evitar que particulas en suspension pudieran obturar los tubos o valvulas del
sistema continuo de SPE. En el caso de los zumos comerciales se filtraron a través de filtros de
membrana de 0.45 pm para evitar que la materia en suspension pudiera obturar al sistema continuo.
En el caso de las muestras de té y café se prepararon brebajes de estos alimentos. Para ello el brebaje
de té se prepard mediante la pesada de 2 g por cada 100 mL de agua, y se mantuvo sumergido
durante 5 minutos en el agua caliente, se filtré al vacio para eliminar la materia en suspension y
posteriormente se refriger6 antes de pasar por el sistema SPE. Las muestras de café se molieron en
el laboratorio y se prepararon en una cafetera italiana clasica. Para ello, se tomaron 10 g de café por
cada 100 mL de agua ultrapura, ajustandose el pH de las muestras a 4 para facilitar la eliminacion
de la fraccion lipidica y precipitar los solidos en suspension presentes en el café. Después se llevo
a cabo la centrifugacion de las muestras para eliminar la materia suspendida de una manera mas
rapida y eficaz. En este sentido, se optimizaron las variables (revoluciones, tiempo y temperatura)
que afectaban a la centrifugacion, consiguiendo una separacion eficaz de ambas fases cuando la

centrifugacion se llevaba a cabo a 5000 rpm durante 5 min y manteniendo la temperatura a 4 °C.

El método desarrollado provee un amplio intervalo lineal para los 16 PAHs (0.08—500 ng

L-1) con un coeficiente de correlacion superior a 0.995. La sensibilidad era satisfactoria, con limites



Utilizacion de un sistema continuo para la extraccion en fase solida y de la combinacion de la cromatografia de gases y espectrometria de masas

para la determinacion de hidrocarburos policiclicos aromaticos en bebidas alcohélicas y no alcohdlicas

de deteccion entre 0.02 y 0.6 ng L', La precision, expresada como RSD, comprendida entre 3.5 y
5.6 % (en el mismo dia) o entre 4.1 y 6.5 % (en distintos dias), y los porcentajes de recuperacion
para los diferentes analitos (90—103 %) demuestran la ventaja de la metodologia desarrollada para
el analisis de un numero elevado de diferentes tipos de bebidas y que mejoran a los métodos

encontrados en la bibliografia.

Este método ha sido aplicado en diferentes tipos de bebidas, tanto alcohdlicas como no
alcohdlicas, tales como destilados (vodka, whisky, ron, ginebra), refrescos, té, café, vino y zumos.
La mayoria de las muestras analizadas contenian alguno de los PAHs estudiados, salvo en una
muestra de vino rojo y en otra de sidra. Los contaminantes que mas frecuente se encontraron en las
bebidas fueron el naftaleno, antraceno, fluoranteno y criseno con concentraciones entre 3.7 y 4900
ng L. Otros PAHs como el benzo(b)fluoranteno y el benzo(a)pireno se detectaron con frecuencia
en las bebidas no alcohdlicas analizadas. Todas las muestras de té y una de refresco contenian una
concentracion total de PAHs bastante elevada entre 3200 y 10800 ng L. No obstante, en ninglin
caso las concentraciones encontradas superaron el nivel maximo permitido en la legislacion

europea.
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Los aceites y grasas estan muy presentes en la dieta, ya sea por su presencia en alimentos
como ingrediente, para llevar a cabo el cocinado o simplemente por su ingesta directa. Los
diferentes tipos de aceites existentes y los métodos de extraccion y produccion hace que el impacto
y la presencia de hidrocarburos policiclicos aromaticos difiera mucho entre ellos. Por un lado, los
frutos y semillas estdn expuestos a la contaminacién ambiental. Por ejemplo, en el aceite de oliva
virgen extra las aceitunas solo pasan por un proceso de lavado externo con agua, en el que en
muchas ocasiones las particulas que se han adherido a su superficie no son correctamente
eliminadas y, por tanto, pasan al producto final al no poder realizarse ningtn otro tratamiento. En
el caso de aceites de oliva y aceites refinados, que pasan a través de procesos de desodorizacion y
decoloracion mediante diferentes técnicas, y en la que los PAHs pueden retenerse en los lechos de
carbon activo o tierras de diatomeas, disminuyéndose significativamente el contenido de estos
contaminantes. En los aceites provenientes de semillas se suma el hecho de que éstas son secadas
para aumentar el rendimiento y eliminar la parte acuosa de las mismas, proceso que requiere que
estas semillas estén expuesta a gases de combustion durante, pudiéndose originar PAHs. En el caso
del refinado de este tipo de aceites se podria producir procesado similar al que ocurre con el aceite
de oliva refinado, y eliminarse un elevado porcentaje de los PAHs que pudiera contener. Otros
aceites como los de coco, etc. sufren procesos similares, los cuales afectan directamente la presencia

de PAHs en el producto final.

Debido a las propiedades carcinogénicas y mutagénicas de estos compuestos, algunos
organismos reguladores como la Agencia de Proteccion Ambiental (EPA), la Comision Europea
(CE) y la Agencia Internacional para la Investigacion del Cancer (IARC) han establecido niveles
maximos permitidos para los PAHs en una amplia variedad de alimentos, y entre ellos los aceites
comestibles. En Europa, el Reglamento (UE) No 835/2011 establecié un nivel maximo permitido
de 2 pg Kg'! para el benzo(a)pireno y de 10 pg Kg! para la combinacién de benzo(a)pireno,
benzo(a)antraceno, benzo(b)fluoranteno y criseno (PAH4) en aceites y grasas, a excepcion del

aceite de coco que se establecio un limite para el sumatorio PAH4 de 20 pg Kg™'.



Tesis Dotoral

Debido a que en el aceite generalmente los PAHs estan presentes a niveles de traza, su
determinacion requiere el enriquecimiento previo del aceite mediante la extraccion de los analitos
diana. Para ello los investigadores han empleado diversas técnicas, tales como la extraccion liquido-
liquido (LLE), o la combinacién de la LLE con la SPE o extraccion asistida por microondas. La
cromatografia de permeacion en gel también ha sido utilizada en la bibliografia para separar los
PAHs de las moléculas de lipidos presentes en las muestras de aceite y grasa. Otra técnica como es
la microextraccion en fase sélida ha sido utilizada para la extraccion de PAHs presentes en aceites
comestibles. Una vez los contaminantes son extraidos, éstos se determinan generalmente mediante
cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas o mediante cromatografia liquida de

alta presion con deteccion fluorimétrica o por espectrometria de masas.

Una vez realizadas estas premisas, el objetivo de este Capitulo radica en la puesta a punto
de un método para la determinacion de PAHs en aceites comestibles mediante el uso de un sistema
continuo de SPE y cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas. En la metodologia
desarrollada, se parte de una cantidad pequefia de muestra (0.5 g) y se disuelve en 5 mL de n-
hexano. A continuacion, se le afiaden 10 mL de una mezcla de N, N-dimetilformamida:agua (9:1)
para facilitar la extraccion liquido-liquido de los PAHs. Después el extracto (2 mL min'') se mezcla
en el sistema continuo de SPE con un flujo agua ultrapura (5.0 mL min') para su dilucion.
Finalmente, la mezcla se pasa a través del material adsorbente de RP-C18 para la retencion de los
analitos. El proceso de SPE, concluye con la elucién de los PAHs con acetonitrilo, y su posterior

inyeccion en el GC-MS para su determinacion.

Como es sabido, los aceites y grasas son sustancias que se caracterizan por su alta
apolaridad, al igual que los PAHs, esto hace que la solubilidad de los analitos en este tipo de muestra
sea muy elevada, lo cual dificulta la extraccion de estos analitos con el uso de disolventes organicos.
Como resultado, en este estudio se llevo a cabo el ensayo de una extraccion liquido-liquido con
diferentes disolventes y mezclas de ellos para aumentar la selectividad y poder eliminar de la
manera mas eficiente el efecto matriz. Una disolucion de N, N-dimetilformamida (DMF) y agua nos
permitia mantener la mayor parte de la materia grasa en la fase organica mientras que los PAHs
eran aislados por dilucion, ya que la presencia de agua en DMF alteraba sus coeficientes de reparto.
Por ello, la proporcion de DMF:agua fue estudiada en el intervalo entre 10:0 hasta 5:5 (v/v), siendo
la proporcion 9:1 la idonea para realizar una extraccion satisfactoria de los PAHs presentes en la
matriz del aceite. Por otro lado, se optimizé el volumen de extractante, consiguiéndose un

rendimiento proximo al 100 % cuando se utilizaban 10 mL de la mezcla 9:1 DMF:agua.

Finalmente se estudid el posible efecto de la presencia de DMF en la disolucion sobre la
adsorcion de los PAHs en la columna de SPE incluida en el bucle de la valvula de inyeccion del

sistema continuo. Para ello se prepararon diferentes disoluciones de 25 mL con proporciones
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variables de DMF:agua y conteniendo todas la misma concentracion de analitos. Se observo que
cuando la proporcion de DMF con respecto a la de agua era superior a la mitad, el porcentaje en la
retencion de los PAHs disminuia. Por lo tanto, los 10 mL del extracto procedente de la etapa de
LLE se debe de diluir con 15 mL de agua ultrapura para no sobrepasar este limite de DMF presente
en la disolucion acuosa. Esta operacion de dilucion se facilita si se lleva a cabo mediante en el uso
del sistema continuo. Para ello el extracto (2 ml min'") se diluye en continuo con una corriente de

agua ultrapura a 5 ml min™! antes de su paso por la columna rellena con el sorbente RP-C18.

El método propuesto presenta notables ventajas respecto a las propiedades analiticas
basicas de la sensibilidad (limites de deteccion comprendidos entre 4 y 110 ng Kg™!), precision
(desviaciones estandares relativas inferiores al 7.5%) y exactitud (porcentajes de recuperacion entre

el 87 y el 104 %).

De acuerdo con el objetivo indicado en este Capitulo de la Memoria, el método se aplico
a la determinacion de los 16 PAHs prioritarios en 31 muestras de aceite comestible de diferentes
paises, tales como aceite de oliva (virgen extra, virgen extra ecoldgico, virgen refinado, virgen
frito), aceite de orujo de oliva, girasol (virgen, refinado y ahumado), aceite de sésamo, aceite de
mezcla de semillas, aceite de coco virgen y aceite de soja. En todas las muestras analizadas se
encontraron mas de tres analitos diana, salvo en dos aceites refinados de girasol que no se detectd
ningin PAH a la sensibilidad proporcionada por el método. Los contaminantes que mas
frecuentemente aparecieron en las muestras analizadas fueron naftaleno, antraceno, criseno,
benzo(b)fluoranteno y benzo(a)pireno a niveles entre 16 y 16500 ng Kg'. Los aceites de oliva
virgen extra no mostraron variaciones muy significativas de la presencia de PAHs, aunque su
procedencia fuese muy diferente (Espafia, Italia y Marruecos). En los aceites de oliva usados para
freir aparecio una elevada concentracion de la mayoria de los analitos, con contenido total de PAHs
alrededor de 15000 ng Kg™! debido a las altas temperaturas a las que han sido sometidos y que han
podido originar a los diferentes contaminantes debido a procesos piroliticos del aceite y de los
alimentos cocinados. También se ha encontrado un alto contenido en PAHs en los aceites de girasol
ahumados usados para cocinar y ensaladas, con niveles globales de ellos entre 22000 y 26000 ng
Kg!, por su contacto con humo procedente de madera. En los aceites de coco analizados se ha
encontrado elevadas concentraciones de naftaleno, antraceno y benzo[ghi]perileno, debido
posiblemente a contaminacion ambiental, ya que son aceites virgenes que no han sufrido ningtn
tratamiento quimico. En ningtin caso se superan los niveles maximos permitidos establecido por la

legislacion europea.
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La came y el pescado son alimentos bésicos en la dieta humana debido a que
proporcionan unas cantidades suficientes de nutrientes. Segtn el ultimo informe de la Organizacion
de las Naciones Unidas para la Alimentacion y la Agricultura, el consumo de pescado por persona
es de aproximadamente 20 kg afio”!, siendo este promedio superior en los paises industrializados
(26.8 kg afio™). Las cifras de consumo de carne son marcadamente mas altas, con un promedio

mundial de 41.3 kg afio”!, duplicandose en los paises mas desarrollados (95.7 kg afio™).

El origen de los hidrocarburos policiclicos aromaticos en la carne o el pescado se debe
principalmente porque los animales se alimentan de plantas que han sido contaminadas por agua,
tierra o aire. Sin embargo, estos contaminantes también pueden formarse por una combustion
incompleta de la materia organica o bien debido al consumo de pienso que para su elaboracion se
han usado cereales que se han contaminado con los PAHs durante el proceso de secado. Estas
sustancias toxicas estan presentes en los organismos marinos generalmente por contaminacion de
particulas en suspension, derrames de petroleo y aceites de las industrias, o algunas practicas de
pesca. Ademads, los productos carnicos y pescados pueden contaminarse de PAHs durante el
procesamiento en el cocinado, bien a escala doméstica o industrial. Por ejemplo, los procedimientos
de cocinado de asar a la parrilla, hervir, ahumar, secar y freir, son las principales fuentes de
contaminacion de la carne y los productos procedentes de la pesca. El uso de una llama directa
sobre el producto y el goteo de grasa en el fuego caliente, mientras se asan estos productos a la
barbacoa puede producir una gran cantidad de estos contaminantes que finalmente se adhieren a la
superficie de la carne o del pescado. Otro proceso como es el ahumado de carne y pescado implica
el contacto directo o indirecto de los volatiles (entre los que se encuentran los PAHs) generados
durante la combustion de diversos tipos de materia orgénica (madera o carbén) y la comida. El
"Cdédigo de practicas para reducir la contaminacién por hidrocarburos aromaticos policiclicos en
los alimentos elaborados con procedimientos de ahumado y secado directo" recomienda que se
modifiquen las condiciones de cocinado de los alimentos con objeto de reducir la exposicion a los
PAHSs.

La complejidad de las muestras de carne y pescado, y las bajas concentraciones a las que
se pueden encontrar los PAHs en este tipo de matrices, implica la necesidad de una etapa de

enriquecimiento de los analitos, ademas de procedimientos eficaces de extraccion y limpieza para
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evitar que interfieran la determinacion de estos contaminantes. La mayoria de los métodos
disponibles para este propdsito estan basado en el uso procedimientos con muchas etapas que los
hacen demasiado lentos y que estén expuestos a la contaminacion externa y a las pérdidas de
analitos. Dos de las opciones mas utilizadas en la bibliografia son la extraccion asistida por
microondas (MAE), bien sola o en combinacion con extraccion en fase solida. Algunos autores han
incluido en el tratamiento de las muestras de carne y pescado una etapa de saponificacion con una
disolucién alcalina en metanol o etanol previa a la etapa de extraccion LLE o de limpieza mediante
SPE. El objetivo que se ha planteado en este Capitulo de la Memoria radica en el desarrollo de un
método sensible y fiable para la determinacién de PAHs en carne y pescado que simplifique las
etapas de tratamiento de muestra y que requiera un volumen minimo de disolventes organicos. El
método propuesto se basa en el uso de la extraccion asistida por ultrasonidos (UAE) en combinacion
con un sistema continuo de SPE para la determinacion de los 16 PAHs prioritarios segiin la EPA
mediante GC-MS. En primer lugar, la muestra es sometida a una digestion alcalina con objeto de
eliminar el alto contenido lipidico y proteico de la matriz objeto de analisis. Para ello se partié de
1 g de muestra de carne o pescado y se mezcla con una disolucion de NaOH en metanol. Se llevd
a cabo la optimizacion de la concentracion de la disolucion de NaOH y su volumen necesaria para
digerir los dos tipos de muestra, consiguiéndose una maxima eficacia para un volumen de 5 mL y
una concentracion de NaOH 2 M. A continuacion se llevd a cabo la extraccion asistida por
ultrasonidos con n-hexano. El volumen 6ptimo de este disolvente fue estudiado para realizar una
extraccion cuantitativa de los analitos, obteniéndose una méxima eficacia para volimenes
superiores de 9 mL de n-hexano. Con objeto de separar de una manera efectiva la matriz de la
muestra del extracto organico, se llevo a cabo la centrifugacion de la mezcla. La maxima eficacia
en la separacion de ambas fases se consigui6 cuando la centrifugacion se llevaba a cabo a 5000 rpm
durante 5 min, manteniendo la temperatura a 4 °C. Posteriormente los extractos se llevaron a
sequedad con una corriente de nitrégeno y luego se procedid a su redisolucion, con 25 mL de agua
con un 4 % (v/v) de acetonitrilo. Para concluir con el tratamiento de muestra y con el objetivo de
preconcentrar a los analitos y eliminar interferencias, el extracto redisuelto se paso por el sistema

continuo de SPE optimizado en el Capitulo II de esta Memoria.

El método desarrollado posee un amplio intervalo lineal para los 16 PAHs (10—50 000
ng Kg'!'. El método es muy sensible, con limites de deteccion entre 3 y 70 ng Kg™!, mejores que los
que se han obtenido en otras metodologias incluidas en la bibliografia para productos carnicos y
los procedentes de la pesca. La precision del método fue satisfactoria con desviaciones estandares
relativas inferiores del 7.5 %. Finalmente se realizo un estudio de recuperacion mediante la adicion
de 400, 800 and 1500 ng kg™' de cada PAH a los diferentes tipos de muestras estudiadas,

consiguiéndose en todos los casos porcentajes de recuperacion proximos al 100 %.
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Con objeto de poder demostrar su aplicabilidad del método desarrollado, se analizaron
diferentes tipos de productos céarnicos frescos (lomo de cerdo, muslo y pechuga de pollo, carne
picada y filetes de ternera y cordero) y procesados (hamburguesa de ternera, hamburguesa de
ternera a la parrilla, salchichas de cerdo, salchichas de pollo, salchichas de Frankfurt, roti de pollo,
tocino ahumado, filete de ternera a la parrilla y chuleta de cerdo asado). Ademas, se analizaron
diferentes tipos de pescado azul (salmon, trucha, pez espada, sardina y anchoa) y blanco (merluza,
bacaladilla y lubina), asi como otros tipos de alimentos de origen marino, como son anillas de
calamar, gambas y mejillones. Por otro lado, y con objeto de estudiar como afecta el proceso de
ahumado en los pescados, se estudiaron tres tipos de pescado ahumado (salmén, bacalao, palometa
y arenque). De los analisis de las muestras que se llevaron a cabo se puede concluir que todos los
alimentos contenian mas de 6 PAHs, excepto en dos de ellas (muslo de pollo y merluza) donde no
se encontrd ninguno de los analitos diana a las concentraciones que el método podia detectar. Por
otro lado, los contaminantes objeto de estudio estaban presentes a niveles especialmente altos en
las muestras ahumadas (salchichas, salmon, palometa, bacalao y arenque), asadas (cerdo) y a la
parrilla (hamburguesas y filete de ternera), con un contenido total de PAHs comprendido entre 8200
y 22900 ng Kg'!. La explicacion del nivel tan elevado de PAHs encontrados en estas muestras se
puede deber a que éstas se encontraban contaminadas con humo que contenia PAHs que se habian
formado por una combustion incompleta durante el procesado del alimento. No obstante, en
ninguno de los casos los PAHs presentes en las muestras analizadas superaron los niveles limite

establecidos.
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En esta Tesis Doctoral se han desarrollado diversas estrategias para el control de
hidrocarburos policiclicos aromaticos en alimentos y aguas medioambientales. La mayoria de las
metodologias existentes para cuantificacion de los PAHs emplean las técnicas de cromatografia de
gases acoplada a espectrometria de masas o bien la cromatografia liquida de alta eficacia con
sistemas de deteccion fluorimétrica o bien espectrometria de masas. Sin embargo, debido a los
niveles de traza que se encuentran estos contaminantes y a las matrices complejas de las muestras
reales objeto de estudio, se hace necesaria una o varias etapas previas de preconcentracion y
eliminacion de interferencias que suelen ser tediosas y requieren un elevado tiempo de andlisis. La
tendencia actual en la preparacion de muestra se centra en la simplificacion, la automatizacion y la
miniaturizacion. En este contexto, las innovaciones del trabajo llevado a cabo en esta Memoria se
han centrado en la automatizacion de las etapas de tratamiento de muestra, usando un sistema
continuo de extraccion en fase sélida para conseguir la preconcentracion de los analitos y clean-up
del extracto. En el caso de muestras muy complejas, como el caso de algunos alimentos, las
muestras han tenido que ser pretratadas antes de su introduccion en el sistema continuo de SPE,
mediante el uso de la extraccion asistida por ultrasonidos. A tenor de los resultados obtenidos
durante el trabajo de investigacion realizado en la presente Memoria, se pueden establecer una serie

de conclusiones:

1. Se ha desarrollado un sistema continuo de extraccion en fase sélida compuesto
por una columna empaquetada con 60 mg del material sorbente RP-C18, con
el que se consigue la retencion de los 16 hidrocarburos policiclicos aromaticos
desechando la matriz de la muestra que los contiene. El sistema nos permite la
preconcentracion de los analitos, realizando la elucion de estos a un volumen
reducido de 350 pL de acetonitrilo, obteniendo asi unos factores de
preconcentracion elevados. Gracias a esto ha sido posible la determinacion de
los analitos diana a niveles por debajo de los limites méximos establecidos para

las muestras agroalimentarias y ambientales.

2. Se han simplificado las etapas de pretratamiento de muestra mediante el uso de
disolventes adecuados y técnicas de extraccion asistida por ultrasonidos. Estas
técnicas permitieron la eliminacion cuantitativa de los componentes presentes
en la matriz de la muestra y que pueden causar interferencias en las etapas de
extraccion en fase solida, separacion cromatografica o deteccién mediante

espectrometria de masas para los analitos de interés.
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La combinacion de la cromatografia de gases con la espectrometria de masas
nos ha permitido la determinacién simultdnea de los 16 PAHs considerados
como contaminantes prioritarios por la EPA y la Unién Europea (naftaleno,
acenaftileno, acenafteno, fluoreno, fenantreno, antraceno, fluoranteno, pireno,
criseno, benzo(a)antraceno, benzo(b)fluoranteno, benzo(k)fluoranteno,
benzo(a)pireno, benzo[ghi]perileno, dibenzo[a,h]antraceno, indeno[1,2,3-
cd)pireno] en menos de 35 min, y con limites de deteccion inferiores a los
conseguidos en las metodologias desarrolladas en la bibliografia y con unas. La
precision de los métodos desarrollados, expresada como desviacion estandar

relativa, es inferior al 7.5%.

Los estudios llevados a cabo mediante la aplicacion de los métodos puestos a
punto en esta Tesis han demostrado la presencia de hidrocarburos policiclicos
aromaticos en muestras de aguas medioambientales y alimentos (cereales y
derivados, aceites, bebidas alcohdlicas y no alcohdlicas, carne y pescado). La
presencia de esta familia de compuestos en alimentos y aguas puede causar

efectos negativos a la salud humana debido a su alto poder cancerigeno.

Los resultados derivados de los analisis de diferentes tipos de aguas
ambientales aplicando la metodologia desarrollada en esta Memoria se pueden
indicar que son comparables a los que se han conseguido en otros estudios
realizados en la bibliografia. Es destacable la presencia PAHs en las muestras
de aguas ambientales, haciendo énfasis en la presencia de estos compuestos en
las aguas marinas, principalmente debido a la contaminacion por vertidos de
petroleo y aceites. Ademas se ha puesto de manifiesto que las estaciones de
depuracion de aguas residuales consiguen eliminar entre 6 y 8 veces la

concentracion de los PAHs presentes en los influentes de estas plantas.

De la aplicacion de los métodos desarrollados para la determinacion de PAHs
en alimentos se puede concluir que la mayoria de las muestras contenian mas
de tres analitos a niveles de ng Kg'!. Habr{a que resaltar el alto contenido de
los contaminantes encontrados en los alimentos cuando han sido cocinados en
contacto con fuentes de calor, o bien ahumados, horneados o parrillados.
Siendo destacable el ensayo que se realizd en el laboratorio para comprobar el
efecto del tostado de pan en casa, demostrandose que se aumenta de una manera
muy significativa la concentracion de los PAHs, superando en la mayoria de

los casos los niveles maximos permitidos.
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Articulos

Titulo: ASSESING POLYCYCLIC AROMATIC HYDROCARBONS IN CEREAL-BASED
FOODSTUFFS BY USING CONTINUOUS SOLID-PHASE EXTRACTION SYSTEM AND
GAS CHROMATOGRAPHY-MASS SPECTROMETRY.

Revista: Food Control

Afio: 2018

Volumen: 92

Pagina inicial: 92

Péagina final: 100

Autores: Rascon, Andrés J.; Abdelmonaim Azzouz; Ballesteros, Evaristo.

Titulo: DETERMINATION OF POLYCYCLIC AROMATIC HYDROCARBONS IN
ENVIRONMENTAL WATERS FROM SOUTHERN SPAIN BY USING A CONTINUOUS
SOLID-PHASE EXTRACTION SYSTEM AND GAS CHROMATOGRAPHY-MASS
SPECTROMETRY

Revista: Environmental Chemistry

Autores: Rascon, Andrés J.; Abdelmonaim Azzouz; Ballesteros, Evaristo.

Titulo: USE OF SEMI-AUTOMATED CONTINUOUS SOLID-PHASE EXTRACTION AND
GAS CHROMATOGRAPHY-MASS SPECTROMETRY FOR THE DETERMINATION OF
POLYCYCLIC AROMATIC HYDROCARBONS IN ALCOHOLIC AND NON-ALCOHOLIC
DRINKS FROM ANDALUCIA (SPAIN)

Revista: Journal of the Science of Food and Agriculture

Autores: Rascon, Andrés J.; Abdelmonaim Azzouz; Ballesteros, Evaristo.

Titulo: MULTIRESIDUE DETERMINATION OF POLYCYCLIC AROMATIC
HYDROCARBONS IN EDIBLE OILS BY LIQUID-LIQUID EXTRACTION-SOLID-PHASE
EXTRACTION-GAS CHROMATOGRAPHY-MASS SPECTROMETRY

Revista: Food Control

Autores: Rascon, Andrés J.; Abdelmonaim Azzouz; Ballesteros, Evaristo.
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Titulo: TRACE LEVEL DETERMINATION OF POLYCYCLIC AROMATIC
HYDROCARBONS IN MEAT AND FISH PRODUCTS BY ULTRASOUND ASSISTED
EXTRACTION AND SEMI-AUTOMATED SOLID PHASE EXTRACTION COUPLED TO
GAS CHROMATOGRAPHY-MASS SPECTROMETRY

Revista: Journal of Food Composition and Analysis

Autores: Rascon, Andrés J.; Abdelmonaim Azzouz; Ballesteros, Evaristo.

Aportaciones a Congresos

Titulo de la aportacion: SEMIAUTOMATED SOLID PHASE EXTRACTION SYSTEM
COUPLED TO GAS CROMATOGRAPHY-MASS SPECTROMETRY FOR THE ISOLATION
AND DETECTION OF POLYCYCLIC AROMATIC HYDROCARBONS IN CEREAL BASED
FOODSTUFF

Nombre del congreso: XXI REUNION DE LA SOCIEDAD ESPANOLA DE QUIMICA
ANALITICA

Tipo de evento: Poster en Congreso

Ambito: Nacional

Aio: 2017

Lugar: VALENCIA, ESPANA

Autores: Rascon, Andrés J.; Ballesteros, Evaristo.

Titulo de la aportacién: POLYCYCLIC AROMATIC HYDROCARBONS ISOLATION AND
DETERMINATION FROM DRINK SAMPLES BY SOLID PHASE EXTRACTION ANALYTE
ENRICHMENT AND GAS CHROMATOGRAPHY-MASS SPECTROMETRY

Nombre del congreso: XXI REUNION DE LA SOCIEDAD ESPANOLA DE QUIMICA
ANALITICA

Tipo de evento: Poster en Congreso

Ambito: Nacional

Aio: 2017

Lugar: VALENCIA, ESPANA

Autores: Rascon, Andrés J.; Garcia-Sanchez, Andrés; Ballesteros, Evaristo.

Titulo de la aportaciéon: FULL AUTOMATION OF SOLID-PHASE EXTRACTION FOR
SIMULTANEOUS DETERMINATION OF ENDOCRINE-DISRUPTING CHEMICALS IN
BIOLOGICAL FLUIDS BY GAS CHROMATOGRAPHY - MASS SPECTROMETRY

Nombre del congreso: 1st International Congress on Multidisciplinary Health Research

Tipo de evento: Poster en Congreso

Ambito: Nacional
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Aio: 2016
Lugar: JAEN, ESPANA

Autores: Abdelmonaim Azzouz; Rascon, Andrés J.; Ballesteros, Evaristo.

Titulo de la aportacion: MULTIDETERMINATION OF POLYCYCLIC AROMATIC
HYDROCARBONS FROM FOOD AND BEVERAGE BY SOLID-PHASE EXTRACTION AND
DETERMINATION BY GAS CHROMATOGRAPHY-MASS SPECTROMETRY

Nombre del congreso: 1ST INTERNATIONAL CONGRESS ON MULTIDISCIPLINARY
HEALTH RESEARCH

Tipo de evento: Poster en Congreso

Ambito: Nacional

Aiio: 2016

Lugar: JAEN, ESPANA

Autores: Rascon, Andrés J.; Abdelmonaim Azzouz; Ballesteros, Evaristo.

Titulo de la aportacion: ISOLATION AND DETERMINATION OF POLYCYCLIC
AROMATIC HYDROCARBONS IN CEREAL DERIVATE FOOD BY SOLID PHASE
EXTRACTION AND GAS CHROMATOGRAPHY - MASS SPECTROMETRY

Nombre del congreso: JORNADAS DOCTORALES PARA JOVENES INVESTIGADORES DE
LA UNIVERSIDAD DE JAEN

EDUIJA 2016

Tipo de evento: Poster en Congreso

Ambito: Nacional

Aiio: 2017

Lugar: JAEN, ESPANA

Autores: Rascon, Andrés J.

Titulo de la aportacion: ISOLATION OF POLYCYCLIC AROMATIC HYDROCARBONS
FROM INFUSION AND COFFEE BY SOLID-PHASE EXTRACTION AND
DETERMINATION BY GAS CHROMATOGRAPHY-MASS SPECTROMETRY

Nombre del congreso: XX REUNION DE LA SOCIEDAD ESPANOLA DE QUIMICA
ANALITICA

Tipo de evento: Poster en Congreso

Ambito: Nacional

Aifio: 2015

Lugar: SANTIAGO DE COMPOSTELA, ESPANA

Autores: Rascon, Andrés J.; Abdelmonaim Azzouz; Ballesteros, Evaristo.
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Titulo de la aportacion: DETERMINATION OF ENDOCRINE DISRUPTING COMPOUNDS
IN ENVIRONMENTAL SOLID SAMPLES BY GAS CHROMATOGRAPHY-MASS
SPECTROMETRY FOLLOWING MICROWAVE ASSISTED AND CONTINUOUS SOLID-
PHASE EXTRACTION

Nombre del congreso: XX REUNION DE LA SOCIEDAD ESPANOLA DE QUIMICA
ANALITICA

Tipo de evento: Poster en Congreso

Ambito: Nacional

Aiio: 2015

Lugar: SANTIAGO DE COMPOSTELA, ESPANA

Autores: Abdelmonaim Azzouz; Rascon, Andrés J.; Ballesteros, Evaristo.

Titulo de la aportacion: CONTINUOUS SOLID-PHASE EXTRACTION AND GAS
CHROMATOGRAPHY-MASS SPECTROMETRY DETERMINATION OF POLYCYCLIC
AROMATIC HYDROCARBONS IN ENVIRONMENTAL WATER SAMPLES

Nombre del congreso: XIV REUNION DEL GRUPO REGIONAL ANDALUZ DE LA
SOCIEDAD ESPANOLA DE QUIMICA ANALITICA

Tipo de evento: Poster en Congreso

Ambito: Nacional

Aiio: 2014

Lugar: BAEZA, ESPANA

Autores: Rascon, Andrés J.; Abdelmonaim Azzouz; Ballesteros, Evaristo.

Titulo de la aportaciéon: ISOLATION OF POLYCYCLIC AROMATIC HYDROCARBONS
FROM FOOD AND ENVIRONMENTAL WATER BY SOLID-PHASE EXTRACTION AND
DETERMINATION BY GAS CHROMATOGRAPHY-MASS SPECTROMETRY

Nombre del congreso: | INTERNATIONAL MEETING OF YOUNG RESEARCHERS ON
HERITAGE - PATRIMONIUN10

Tipo de evento: Poster en Congreso

Ambito: Nacional

Afio: 2014

Lugar: BAEZA, ESPANA

Autores: Rascon, Andrés J.
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